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PYREXIE MORTELLE A ALLURE SPECIALE, 
CAUSEE PAR UN FLAGELLE 
A LA GUYANE FRANGAISE 


par Marce. LEGER. 


(Avec la planche XVI.) 


Du chaos des affections fébriles, & évolution souvent graye, 
parfois mortelle, qui sévissent avec plus ou moins d’intensité 
dans les contrées septentrionales de l’Amérique du Sud et que 
les Indigenes englobent volontiers sous le terme vague de 
« Fiévres des bois », il a été possible, grace aux recherches 
microbiologiques, d’individualiser successivement un certain 
nombre de maladies distincles. 

Le Paludisme, avec ses trois hématozoaires, Plasmodium 
vivax, Pl. precor, Pl. malarie, constitue de beaucoup le lot 
le plus important. L’endémie palustre régne en maitresse 
incontestée dans cette zone équatoriale du continent améri- 
cain que délimiterait, au nord comme au sud, le 10° degré de 
latitude (Panama, Colombie, Venezuela, Equateur, Guyanes 
anglaise, hollandaise et francaise, parties septentrionales du 
Pérou, de la Bolivie et du Brésil). 

Les fiévres imputables & Fi/aria Bancrofti, avec leur cortege 
habituel de lymphangites & répétition et d’éléphantiasis, sont 
également réparties de facon a peu prés uniforme. 

aye 
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Il en est de méme du Pian, au cours duquel la fiévre est 
habituelle, et dont agent pathogtne, le Treponema pertenue 
Castellani, a 6té rencontré partout ow il a été recherché. 

La fievre récurrente, causée par Spirocheta Novyi Schellack, 
a été identifiée en Colombie (Robledo) (1), au Venezuela (Te- 
jera) (2), au Pérou (Ribeyro). 

La trypanosomiase américaine, due & Schizotrypanum Cruzi, 
découvert en 1909 par Chagas (3) dans [Etat de Minas, existe 
aussi dans la région brésilienne de l’Amazone, au Venezuela 
(Tejera) (4), au Pérou (Escomel) (5). 

La fievre ondulante a été diagnostiquée de facgon précise, au 
Venezuela, par | ‘isolement du Micrococcus melitensis. 

De la Verruga péruvienne, les recherches de Strong et colla- 
borateurs (6) ont récemment (1915) séparé la maladie fébrile 
accompagnée d’anémie intense, qu'on observait en méme 
temps que les boutons dits des Andes. Cette maladie, « fiévre 
de Carrion », « fiévre d’Oroya », constitue une entité morbide 
due & une infection des hématies par Bartonella baciliformis. 

Darling (7), en 1906, a étudié, dans la zone du Canal de 
Panama, une infection mortelle, ressemblant cliniquement au 
kala azar par ses symptOmes principaux : splénomégalie, ané- 
mie intense, leucopénie, fiévre irréguliére non influencée par 
la quinine. A l’autopsie de trois cas ont été rencontrés, au 
niveau des organes, des tubercules contenant des parasites 
particuliers, pour lesquels Darling créa un genre nouveau, 
Histoplasma, et qui ont été ensuite reconnus comme des 
champignons et dénommés Cryptococcus capsulatus. 

L’histoire clinique du malade dont Franchini (8) a donné 
en 1913 observation nous retiendra davantage. Le sujet, un 
médecin italien mort a Bologne, avait séjourné dix-huit ans 
au Brésil et avait joui durant les quinze premiéres années 
dune trés bonne santé. Le facies symptomatique s’est ainsi 


) Rosrepo. Buil. Path. exotique, 1909, p. 107. 
) Teasers. Gacela medica de Caracas, 15 avril 1919, p. 73. 
) C. Cnacas. Mem. do Inst. Osw. Cruz, 1, p. 159, 1909. 
) Trsena. Bull, Path. exotique, 1919, p. 509. 
) Escomst., Bull. Path. exotique, 1919, p. 723. 
) Strone el collaborateurs. Journ. Amer. med. Assoc., 6 mars, 20 mars, 
avril 1915. 
(7) Daruinc. Journ. of Amer. med. Assoc., 28 avril 1906. 
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présenté: Fiévre, au début par poussées irréguliéres, devenue 
continue ala période terminale, précédée de frissons et suivie 
de transpirations abondantes; amaigrissement considérable ; 
anémie trés accentuée, avec leucopénie, sans éosinophilie; rate 
légérement hypertrophiée; foie Gnorme, qui grossil jusqu’A 
atteindre l’ombilic, par développement d'un kyste, du volume 
d'une orange, a contenu fluide rougedtre; douleurs trés accen- 
luées aux membres inférieurs et a la région sacrée; trace d’al- 
bumine dans les urines; tuméfaction indurée et indolente a la 
région cervicale, de la grosseur d’un ceuf de pigeon, non puru- 
lente comme le montra V’ablation, et qui récidiva & la méme 
place. Franchini a mis en évidence dans le sang du malade un 
parasite qu'il a décrit sous le nom de Hemocystozoon brasiliense. 

Il reste encore, malgré tout, dans la partie du continent 
américain dont nous nous occupons, un certain nombre 
‘daffections fébriles graves, dont les agents éliologiques sont 
inconnus. 

Ainsi, Castellani et Chalmers (1) classent, dans un groupe dit 
de pseudo-kala azar, quelques maladies chroniques, dont une 
est désignée, en Colombie, sous le nom de « Splénomégalie 
tropicale », Fiévre irréguliére, rate énorme, foie volumineux, 
troubles diarrhéiques, douleurs rhumatoides, parfois jaunisse ; 
tels sont les symptémes morbides conduisant a la mort ou par 
hémorragies intestinales ou par consomplion. L’agent causal 
est inconnu. Dans un cas étudié a Ceylan et présentant des 
ressemblances avec cette splénomégalie colombienne, Castel- 
lani a trouvé des corps qu ila identifiés a des toxoplasmes, et 
pour lesquels il a créé Vespece Toxoplasma pyrogenes. Cette 
« splénomégalie colombienne » aurait 6té observée au Venezuela, 
dans l’Etat de Zulia, par Tejera (communication orale). 

A la Guyane francaise, ott nous avons séjourné trois ans, 
nous avons été & méme d’observer deux malades atteints de 
fievres & allure bizarre, avec impossibilité de poser un dia- 
gnostic clinique satisfaisant la raison. 

Dans le premier cas, il s'agissait d’une fiévre continue, d’une 
durée de plus de six mois, sans grand retentissement sur l'état 


(1) Casrattantet Cwatmers. Manual of trop. Medicine, 3° édil., Baillitre et Cis, 
Londres, 1919, p. 1303. 
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cénéral, non imputable au paludisme, comme le prouvérent 
l'absence de parasites dans le sang et l’inefficacité absolue de 
la quinine. Cette fidvre, & fastigium peu élevé (d'une maniére 
eénérale 37°5 & 38° le matin, 38°5 4 39° vers midi, et, de nou- 
veau, & peu prés 38° le soir), était déconcertante par sa régu- 
larité. La rate était palpable, mais non trés grosse. Le foie 
était augmenté de volume, mais rien ne permettail de croire a 
une suppuration de l'organe. Léger subictére. Pas d’albumine 
dans les urines. Pas de troubles gastro-intestinaux notables. 

Le second malade est celui qui fait Pobjet du présent mé- 
moire. Nous l’avons suivi de trés prés durant le dernier mois 
de son existence. Son affection fébrile ne répondait, comme 
évolution clinique, & aucune entité morbide jusqwici décrite 
et nous avons trouvé dans le sang et sur frottis de foie des 
flagellés ne pouvant étre rapportés 4 aucun hématozoaire 
connu (1). 

Ces cas de fiévres, sur lesquels on ne peut apposer aucune 
étiquette clinique, sont-ils nombreux & la Guyane francaise? 
Il appartiendra & d’autres que nous de le démontrer. Pour nolre 
part, nous étions mal placé pour élucider la question; nous 
donnions nos soins & l’Hodpital colonial, presque uniquement 
aux fonctionnaires, dont beaucoup sont des Européens ou des 
Antillais, et ne voyions que fort peu d’autochtones, en parti- 
culier ceux séjournant dans les bois, qui se font admettre a 
Hospice civil. 

Dans cette étude, nous nous proposons successivement de 
présenter les documents cliniques recueillis et les observations 
parasitologiques faites, puis de discuter le diagnostic médical 
et la diagnose du flagellé auquel nous avons eu affaire. 


I. — Documents cLinigugs. 


Le malade, qui fait objet de cette observation, est un Corse, 
T..., dgé de quarante-huit ans, fonctionnaire des Douanes. Il 
est en service ala Guyane depuis novembre 1907, c’est-A-dire 
depuis onze ans, et, durant ce long séjour colonial, n’a joui 


(1) Une note préliminaire a paru dans le Bull. de la Soc. de Pathologie 
exotique, 12, 1919, p. 80. 
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que dun seul congé en France, de juin 1912 a février 1913. Ses 
fonctions l’ont presque toujours retenu au chef-lieu, Cayenne: 
il n’a passé que quelques mois dans un poste, en 1911, & Oya- 
pock, dans la région limitrophe du Brésil. 

Dans ses antécédents, il n’y a rien & relever, ni syphilis, ni 
alcoolisme, ni tuberculose. [1 aurait eu du paludisme contracté 
4 ’'Oyapock, mais s’en est complétement débarrassé durant son 
séjour en France en 1912, 


Jusqu’a la fin de l'année 1917, T...a joui d'une trés bonne santé; il n’a jamais 
été qu'une seule fois hospitalisé, en 1915, pendant quatre’ jours; pour 
« fievre et embarras gastrique ». 

En novembre 1917, il fait une nouvelle entrée a ’hdpital avec le diagnostic 
« courbature fébrile », ll est noté qu’il avait eu, les jours précédents, une 
fiévre violente, avec anorexie, asthénie marquée, troubles gastriques, sym- 
ptomes d’emphyséme pulmonaire et douleurs hémorroidaires. La fiévre étant 
tombée dés le lendemain de Vhospitalisation, le malade, trés énergique, 
demande au bout de cing jours a reprendre son {service. Dans son sang 
examiné a deux reprises, il n'est pas rencontré dhématozoaires du palu- 
ludisme. 

Depuis cette époque, T... ne jouit plus de sa bonne santé habituelle. De 
temps a autre, 4 peu prés toutes fles quatre ou cinq semaines, il constate 
Vapparition, sans prodromes bien nets, d'un acces fébrile, parfois violent et 
atlteignant 40°, qui dure deux, trois ou quatrejjours sans rémission matinale 
marquée. La fiévre est accompagnée de douleurs du coté du foie, peu vives 
d’ailleurs, et d’un flux hémorroidaire. La recherche, pratiquée en {plusieurs 
occasions, du Plasmodium du paludisme est restée négative. La quinine, 
prise tous les deux jours pendant plusieurs semaines de suite, n’a pas 
empéché l’accés suivant : 

A partir du mois d’aott 1918, les accés de fiévre se rapprochent, se 
montrant tous les huit ou dix jours; leur durée n’excéde pas trois jours, 
ils altteignent ou dépassent 40° dans la soirée. Les forces du malade |’aban- 
donnent de plus en plus. Il n’est plus possible a T... d’assurer son service et 
il se décide a revenir a l’hopital. 

La période terminale de la maladie évolue sous nos yeux. 

A son entrée, le 8 oclobre, le thermomeétre marque 39°2; il avail atteint, 
parait-il, la veille et l'avant-veille 39°5 fet 39°8. Le malade est trés déprimé. 
Il se plainl de géne respiratoire, lauscultation du poumon décéle quelques 
gros rales muqueux 4 la base. Le cceur est normal. Le foie est gros, débor- 
dant le rebord costal, sensible 4 la palpation profonde, mais non vraiment 
douloureux. Larégion de la vésicule biliaire indique une zone de matité assez 
large. La peau et surtout la sclérotique sont subictériques. Vomissements 
bilieux avec stries sanguinolentes, symptOme que le malade n’avait jamais 
encore présenté. La rate est hypertrophiée, non spontanément douloureuse 
ni sensible a la pression. A l’occasion des 'selles, émission de sang rouge 
vermeil, une cuillerée 4 café environ comme quantité chaque fois. Hémor- 
roides, mais peu importantes. Pas de gargouillements dans les fosses 
iliaques, 

Dans la circulation périphérique, on ne trouve aucun parasite. La formule 
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leucocytaire est la suivante : Polynucléés neulrophiles = 46,50 p. 100; Lym- 
phocytes = 50,50; grands mononucléaires = 3; Eosinophiles = 0. 

Le 9 octobre, des le lendemain de Vhospitalisation, les vomissements 
cessent. La fitvre tombe A 37°5 le matin pour atteindre 38° le soir. Les 
symptomes pulmonaires s’amendent rapidement et disparaissent en peu de 
jours. 

Du 10 au 13 oclobre, la température oscille entre 37° et 38°. Elle monte 
ensuite progressivement les deux jours suivants. 

Les 16 et 17 octobre, deuxitme paroxysme fébrile (39°98 et 40°), pendant 
lequel le malade est daus un état d’adynamie trés marqué. Les vomisse- 
ments conslitués par de la bile et quelques stries de sang réapparaissent ; 
Il y a, de nouveau, des signes de congestion aux deux bases pulmo- 
naires. 

Du 18 au 21, la température tombe en lysis. Le malade présente une série 
de petites hémorragies intestinales. I] souffre de douleurs articulaires erra- 
tiques au niveau de diverses articulations, principalement la hanche droite, 
puis 4 l’épaule gauche. Dans les régions douloureuses, ni rougeur, ni éléva- 
tion locale de la température. 

Du 22 aw 28, la courbe oscille autour de la normale. 

Le 29 oclobre commence un troisitme paroxysme fébrile qui dure trois 
jours avec des températures vespérales de 36°6, 39°4, 39°3. On constate alors 
une diminution des bruits du cceur et un bruit de galop. 

Dans les urines, on trouve un léger degré d’albuminurie (0 gr. 15 par litre). 
Aprés centrifugation, examen microscopique montre des cellules de la 
couche superticielle de la vessie et des cellules urétrales. Pas de cylindres. 
Rares hématies intactes. Pas de gonocoques. Urée =0 gr. 25 par litre; 
Quantilé des urines, un peu plus d'un litre. 

Une hémoculture pour la recherche des bacilles du groupe typhique reste 
négative. Séro-diagnoslic également négatif. 

L’examen du sang indique une anémie extréme. Hémoglobine = 30 p. 100. 
Globules rouges = 1.370.000 par millimétre cube. Globules blancs = 16.000 
par millimétre cube. La formule leucocytaire est toujours a physionomie 
lymphocytaire. 

La recherche de 'hématozoaire de Laveran, faite presque tous les jours 
depuis la rentrée 4 Vhopital, a toujours été infructueuse. Il n'a été vu non 
plus ni microfilaires, ni spirochétes. 

Dans les frottis du sang du 29 octobre, il devait étre trouvé des flagellés 
extrémement rares, dont nous aurons a reparler. 

Les matiéres fécales contiennent un peu de sang, mais pas de pus. Ni 
amibes, ni autres protozoaires. OEufs d’Ascaris trés rares. 

Dans les crachats, absence de bacilles tuberculeux. 

Du 1" au 8 novembre, la température se maintient aux alentours de 38°. 
L'état général de T... reste mauvais, le malade a une teinte jaune paille. Le 
bruit de galop disparait, mais le cour reste défaillant. Une poussée fugace 
de congestion des deux bases pulmonaires se révéle encore une fois, II n’y a 
ni vomissements, ni hémorragies intestinales. Pas d’cedéme des extrémités. 
Aucune douleur articulaire. 

Subitement, le 9 novembre, vers 8 heures, T... est pris de frissons yiolents. 
La fiewre monte graduellement et tres rapidement jusqu’a 40°7, qu'elle atteint 
a midi. Elle baisse ensuite, accompagnée de sueurs profuses, jusqu'd 3792. 
Dyspnée intense. Angoisse précordiale. Le malade tombe dans le collapsus 
et meurt 413 heures. 
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Le traitement fut purement symplomatique. La quinine, 
administrée dans les conditions indiquées sur la courbe ther- 
mique, a été, durant le séjour a Vhopital, d’un effet absolu- 
ment nul, comme elle l’avait été avant hospitalisation. 

L’autopsie fut pratiquée deux heures apras la mort. Dans la 
cavité thoracique, les poumons furent trouvés absolument 
sains. Le cour ne présentait aucune lésion valvulaire. Léger 
épanchement péricardique. Dans la vavité péritonéale, pas 
Wascite. Le foie, pesant 2 kilogr. 500, était normal a la coupe. 
La vésicule biliaire était tres distendue. La rate, de 400 grammes, 
était de consistance ordinaire, sans capsule adhérente. On ne 
trouva aucune ulcération ni aucune trace dinflammation au 
niveau des intestins. Les reins étaient macroscopiquement 
sains. 

L’ensemencement de sang du coeur et de pulpe splénique, 
pratiqué dans le but de déceler le Micrococcus melitensis, resta 
stérile. 

Des frottis du foie montrérent la présence, en nombre res- 
treint, de formes parasilaires avec ou sans flagelles, dont nous 
donnons plus loin la description. Les frottis de rate ou de 
muscle cardiaque ne laissérent voir rien de particulier; les 
parasites y étaient encore infiniment plus rares. 


II. — Documents parasirotociques (Planche XVI). 


Cest a l’examen, sur frottis colorés au Giemsa, de la pulpe 
hépatique prélevée a l’autopsie que nous avons vu les formes 
parasitaires. Retrouvant, fort heureusement, une lame de sang 
prélevé le premier jour du deuxiéme paroxysme fébrile en vue 
de la recherche du Plasmodium paludéen, il nous a été possible 
également d’y voir, mais en nombre infiniment plus rare (exac- 
tement cinq), des formes parasituires analogues. Les frottis de 
rate ou de muscle cardiaque étaient beaucoup moins démons- 
tratifs que ceux du foie. 

Nous avons d’abord été intrigué, au début de notre obser- 
vation microscopique, par des organismes libres, longs de 6 a 
40 », qu’on aurait pu, au premier abord, prendre pour des 
Spirochéles, mais qui, plus épais, avec des ondulations peu 
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nombreuses et non de vérilables spires, ressemblaient plutot a 
des flagelles de trypanosomes mis en liberté. Ces flagelles 
n’adhéraient cependant jamais, par une de leurs extrémilés, a 
des blocs de chromatine représentant les blépharoplastes, tels 
qu'on les voit souvent dans des préparations de Schizotrypanum 
Cruzi, parasite particuliérement fragile par étalement du sang. 
i emisaatines que ces flagelles étaient généralement a plexes 
immédiate de leucocytes mononucléés. 

Continuant avec patience notre observation, nous avons 
décelé des flagelles fichés dans des globules blancs de la série 
lymphatique, au nombre de 1, 2 et méme 3 par élément, plus 
souvent dans les lymphocytes que dans les grands mononu- 
cléaires (fig. 22 et 23). 

Puis nous avons découyert, inclus partiellement ou entié- 
rement dans les lymphocytes (fig. 21 et 22), des corps allongés, 
& protoplasma bleuté, qui présentaient un noyau ovoide rou- 
gedtre et une seconde formation chromatique plus teintée ; un 
de ces corps montrait méme un long flagelle libre. I] s’agissait, 
sans doute possible, d’un parasite flagellé phagocyté. Dans les 
grands mononucléaires, nous avons souvent noté des inclusions 
chromatiques, mais elles étaient toujours méconnaissables. Il 
est probable que l’englobement par le grand mononucléaire est 
aussi fréquent que par le lymphocyte, mais se Jaisse moins faci- 
lement surprendre, la digestion du parasite étant plus rapi- 
dement terminée. 

Enfin nous avons vu des hématozoaires libres. 

Ceux-ci se présentent sous cing formes que nous allons 
décrire sans faire d’interprétations, toul en nous rendant compte 
des aspects en quelque sorte paradoxaux de certains des spé- 
cimens : 

1° Des formes allongées avec flagelles libres. Extrémement 
rares. Nous avons rencontré en tout cing individus, deux dans 
le sang périphérique, trois dans le foie. En voici le détail: 

a) Corps protoplasmique bleuté avec condensation le long 
d'un des bords, de 3 » 5 de long sur 1 ». de large (fig. 1). Les 
extrémités sont arrondies, la postérieure un peu plus allongée 
que l’antérieure ; celle-ci est prolongée par un flagelle de méme 
longueur que le parasite. Dans la partie médiane du corps, se 
distinguent un noyau ovalaire rose et, immédiatement 
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arriére, une baguette chromatlique rouge grenat; ce blépharo- 
plaste est inclus dans une vacuole. Le flagelle libre ne part pas 
de ce blépharoplaste, mais d’un grain chromatique se trouvant 
tout prés de l’extrémité antérieure. 

6) Trois parasites allongés (fig. 6, 7 el 8), longs respectivement 
de4y,5u,6 yp, et larges de 1 ua4 45. Corps a protoplasma 
peu dense. Noyau a peu prés central. Blépharoplaste placé en 
arriére ou a cété du noyau, dans ce dernier cas faisant hernie 
en dehors du corps, comme on peutl’observer sur des spécimens 
de Schizotrypanum Cruzi. Flagelle libre aussi long ou plus long 
que le corps; une seule fois il pouvait étre suivi jusqu’au blé- 
pharoplaste. 

c) Parasite allongé (fig. 2), de 6 » de long sur 1 » de large, 
avec flagelle libre de 7». On n’y distingue aucune masse chro- 
matique pouvant représenter un noyau, mais par contre se voient 
deux formations sensiblement comparables, ayant la teinle 
grenat des blépharoplastes, et situées 4 l’extrémilé opposée de 
celle dot se détache le flagelle. 

2° Des formes arrondies (5 4 6 ». de diamétre) ou ovalaires 
(6a7»*3»a45u5), avec flagelles (fig. 3, 9, 10, 11, 12), 
d’une rareté moindre que les formes allongées, sans étre cepen- 
dant fréquentes. Nous en avons vu quatorze ou quinze durant 
nos observations microscopiques qui peuvent ¢étre évaluées 
a une vingtaine d’heures. 

Le protoplasma bleuté est vacuolaire et finement granuleux : 
trés exceptionnellement, on y distingue une ou deux masses 
chromatoides. 

Les noyaux sont ovoides ou arrondis, d’ordinaire juxta- 
centraux, assez volumineux, & chromatine inégalement 
condensée. Il y a parfois deux et méme trois noyaux généra- 
lement inclus dans des vacuoles. 

Les blépharoplastes, de taille variable, sont trés souvent péri- 
phériques. Nous les avons vus au nombre de un, deux ou trois 
dans un méme élément, sans qu’il y ait correspondance entre 
leur nombre et celui des noyaux. Dans un cas, par exemple 
(fig. 9), il y avait noyau double et blépharoplaste unique ; dans 
un autre (fig. 10), noyau unique et blépharoplaste double. Ils 
peuvent manquer complétement. 

Les flagelles, de 6 48 ».de long, au nombre de 1, 2 ou 3, portent 
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eénéralement des blépharoplastes, mais tous les blépharoplastes 
ne fournissent pas de flagelles (on peut admettre qu'ils ont été 
détachés ou ne se sont pas colorés), et il peut y avoir plus de 
flagelles que de blépharoplastes (ce qui nous parait difficilement 
explicable). Par exemple (fig. 12), dans une forme ovalaire, 
contenant trois noyaux dont deux encore réunis par un filament 
chromatique, il y avaitun seul blépharoplaste et trois flagelles. 
Dans une autre forme, on voyait un noyau, un flagelle trés 
long et pas de blépharoplaste, ni le moindre grain chroma- 
tique. 

3° Des formes de méme taille et de méme aspect que les pré- 
cédentes, mais sans flagelles (fig. 4, 5, 13 a 19). Trouvées en 
nombre quatre ou cing fois supérieur aux précédentes, elles 
peuvent présenter une encoche latérale. On y constate la pré- 
sence soit d'un noyau et d'un blépharoplaste, soit d’un noyau 
et de plusieurs blépharoplastes, soit de noyaux multiples sans 
blépharoplaste. Le blépharoplaste, plus ou moins gros, est en 
baguette ou ovalaire ; il est parfois accolé au noyau, il est parfois 
absolument a la périphérie. 

4° Une forme doit étre signalée a part (fig. 4); elle a été ren- 
coutrée dans le sang périphérique. Ovalaire, de 7 u5 sur 4, elle 
montre une extremilé en crochet mousse. Pas de flagelle. Dans 
le protoplasma faiblement teinté, on compte dix-huit petites 
masses de chromatine, chacune incluse dans une petite vacuole. 

5° Enlin des formes un peu plus volumineuses, de 8 a 10 yu, 
que nous considérons comme des parasites en yoie de dégéné- 
rescence. Les contours sont peu nets. Le protoplasma renferme 
de grandes vacuoles et atendancea se condenser a la périphérie. 
Il ya quatre ou cing noyaux, ou encore une poussitre nucléaire 
disséminée dans toute étendue du corps. 


Ill. — Discussion DES FAITS CLINIQUES. 


A entrée de T... a Vhopital, il était logique d’incriminer le 
Paludisme, qui cst d'une grande fréquence & la Guyane francaise. 
Les recherches faites par nous-méme au moment des poussées 
fébriles antérieures avaient toujours été négatives, mais on 
devait se demander si elles avaient été faites dans de bonnes 
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conditions, c est-a-dire si le malade disait la vérité en affirmant 
quil n’avait pas pris de quinine les jours précédant examen 
hématologique. De plus, T... affirmait s’étre soumis tout un 


mois a un traitement quininé sévére (1 gr. 50 de quinine 
trois jours de suite par semaine), ce qui n’avait ni empéché 


Véclosion d’une nouvelle poussée de fiévre, ni méme diminué 
Vintensité de celle-ci. 
Les deux premiers jours de lhospitalisation, Vhématozoaire 
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de Laveran fut recherché minutieusement dans le sang prélevé 
a plusieurs reprises. I] ne fut jamais trouvé. 

La fiévre d’ailleurs, malgré l’absence de quinine dans la 
médication, diminuait sensiblement dés le surlendemain. 

Si le traitement quinique fut alors repris (Voir la cowrbe ther- 
migue), ce fut pour avoir la certitude qu'il était sans action 
aucune sur la fiévre, et aussi pour agir moralement sur le 
malade et son entourage. 

Les recherches ultérieures du Plasmodium paludéen restérent 
toujours sans succes. 

Devait-on croire & une /iévre typhoide ou paratyphoide? Les 
faits cliniques n’autorisaient guére ce diagnostic: manque absolu 
de stupeur, longue durée de la maladie, non-constatation de 
taches rosées, absence de gargouillements dans les fosses 
iliaques. Néanmoins, un confrére consullé inclinant & penser 4 
une forme ambulatoire atypique de dothiénentérie, le séro- 
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diagnostic et ’hémoculture sur bile furent pratiqués. Ils infir- 
mérent l’hypothése. 

La lrypanosomiase américaine? Nous ne trouvions aucun des 
symptomes cardinaux de la maladie de Chagas: cedéme, en 
particulier de la face, hypertrophie du corps thyroide, méningo- 
encéphalite. La fiévre par accés espacés, chacun de ceux-ci 
durant plusieurs jours, qu’on peut constater dans cer- 
taines formes chroniques de Ja maladie, pouvait seule y faire 
penser. 

La courbe thermique devait particuliérement attirer l’atten- 
tion sur une spirochétose, malgré étude des commémoratifs 
indiquant un début remontant a plus d’une année. La recherche 
de Spirocheta Novyi fut toujours vaine. 

La maladie, encore innommée, décrite par Franchini? Nous 
n'y avons pensé que post mortem, aprés l’examen de nos prépa- 
rations. Nous avons résumé plus haut les symptémes relatés. Ils 
ne rappellent que trés vaguement, pour ne pas dire pas du tout, 
ceux que nous avons observés. En particulier, notre confrére a 
noté, a la période terminale, une fiévre continue ; son maladea 
présenté un kyste intrahépatique de nature indéterminée et une 
tuméfaction a répétition de la région cervicale. Par ailleurs, il 
n’a eu ni ces poussées fugaces et trés curieuses de congestion 
des deux bases pulmonaires au moment des paroxysmes fébriles, 
ni ces hémorragies intestinales fréquentes, que nous avons 
rencontrées. 

Il fallait aussi penser & la Frévre ondulante. Le Micrococcus 
melitensis n’a jamais 6té signalé & la Guyane, mais il exisle au 
Venezuela et aurait pu étre importé. D’ailleurs notre malade 
était un Corse; la fiévre de Malte est a l'état endémique dans 
son ile d'origine, comme nous l’avons nous-méme montré (1), 
et il avait, a plusieurs reprises, mangé du fromage de brebis 
venu de son pays; or on sail que le germe peut s’y conserver 
plusieurs semaines. 

Cest & ce diagnostic de fievre ondulante que, cliniquement, 
nous nous élions arrété: longue durée de la maladie, ressauts 
fébriles pouvant étre considérés, quoique un peu brusques, 


(1) M. Lecer et Domrnicr-Ursant. Bull. Soc. Path. exolique, 1912, p. 657, 
1913, p. 673. 
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comme des ondulations, poussées fugaces de congestion du cdté 
des poumons, douleurs vagues rhumatoides au niveau des arti- 
culations, sans élévation locale de la températare ni rougeur. 
Nous nous proposions de vérifier notre hypothése par [hémo- 
culture quand, au début du troisitme paroxysme fébrile, la 
mort est survenue, tragique dans sa brutalité. 
_ Poursuivant notre idée, nous avons pratiqué l’autopsie de 
suite aprés la mort. Les ensemencements en bouillon de pulpe 
splénique et de fragments de foie restérent stériles. 

Par contre les frottis d’organes, et en particulier du foie, 
montrérent ce curieux flagellé que nous avons décrit. Nous ne 
nous attendions nullement & trouver un hématozoaire : c’est ce 
qui explique que nous n’ayions pas multiplié les frottis d’or- 
gane, ni prélevé de la moelle osseuse; si nos recherches avaient 
été complétées, nous aurions peut-étre pu mettre en évidence 
le cycle évolutif du parasite en établissant la filiation des 
diverses formes rencontrées. 

Si, comme nous le pensons et l’expliquerons plus loin, ce 
parasite n’a jamais encore été signalé, nous serions en présence 
d’une entité morbide particuliére. Peut-étre s’agirait-il de la 
Splénomégalie tropicale de Colombie, dont l’étiologie est incon- 
nue. Il vy aurait en commun les hémorragies intestinales, les 
douleurs rhumatoides, la fiévre irréguliére, lictére. 

A quelle époque remonte l’infection du malade? En 1914, 
c est-a-dire prés de six ans avant les premiers symptOémes mor- 
bides, T... a séjourné dans la région de Oyapock, partie de la 
Guyane francaise voisine du Brésil. ll y a vécu la vie de brousse, 
dans de mauvaises conditions hygiéniques et y a contracté des 
fidvres, attribuées, avec beaucoup de raison d’ailleurs, au 
paludisme. En contact intime avec les gens du pays et en par- 
ticulier ceux revenant de l’intérieur, il était exposé aux piqtres 
des insectes les plus variés. Depuis cetle époque dga éloignée, 
T... a toujours habité Cayenne, obligé seulement de faire de 
rares et courtes tournées dans la banlieue du chef-lieu. 

Le probléme étant posé, on ne doit méme pas chercher a le 
résoudre avec les seules données que nous possédons. 
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IV. — Peace sysrématigue pu PaRasIve. 


Sans pouvoir établir une série ininterrompue dans les formes 
parasitaires décrites, nous pouvons cependant avancer avoir 
rencontré un hématozoaire flagellé ayant un stade rappelant le 
stade Trypanosoma et offrant une évolution inhabituelle dans 
lorganisme de thomme. Le blépharoplaste, d’abord postérieur 
au noyau, lui devient latéral, puis gagne franchement la partie 
antérieure, réalisant le type Leptomonas en passant par un 
stade Crithidia. La multiplication parait s’opérer alors par schi- 
zogonie. Le parasite s’arrondit plus ou moins. Le noyau et le 
blépharoplaste se multiplient. Dans les stades initiaux, les fla- . 
gelles se peuvent constater; nous en avons rencontré jusqu’a 
trois. Jusqu’ot va cette multiplication? La figure 4, dont nous 
avons donné précédemment une description, peut étre inter- 
prétée comme un élément prét a donner naissance @ dix-huit 
jeunes mérozoites. 

Plusieurs points restent obscurs. Comment expliquer que, 
dans les formes Trypanosoma ow Leplomonas, les flagelles ne se 
continuent pas toujours jusqu’aux blépharoplastes ou, toul au 
moins, jusqua leur proximité immédiate? Est-ce di & une 
coloration insuffisante? Des aspeets analogues se peuvent voir 
dans certaines cultures de flagellés d insectes ou de Leishmania 
Donovani. Comment expliquer la discordance de nombre, dans 
les formes de multiplication, entre noyaux et blépharoplastes, 
les uns comme les autres pouvant méme n’étre pas représentés 
du tout? Cette discordance est figurée, sur de trés rares exem- 
plaires, dans les planches du travail de Minchin et Thomson (1) 
sur l’évolation de Trypanosoma Lewisi dans l’estomac de la 
puce. D'autre part, dams certains cas, chez Schizotrypanum Cruzt, 
nous avons remarqué que noyau et blépharoplaste sont tras dif- 
ficiles & différencier l'un de l'autre, ayant la méme taille et une 
réaction tinetoriale & peu prés identiques. 

Le parasite que nous avons rencontré 4 la Guyane frangaise 
appartient cerlainement & la famille des Trypanosomides, et 
on doit penser de suite au représentant bien caractérisé de ce 


(1) Mincnin et Tnomson. Quart. Journ. of micr. Soc., vol. 60, janvier 4915. 
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groupe qui se trouve chez Vhomme en Amérique, le Schizotry- 
panum Cruzt. 

Mais le Schizotrypanum Cruzi ne se divise pas dans la circu- 
lation périphérique; son mode évolutif aboutit 4 des formes 
leishmaniennes intramusculaires, que nous n’ayons pas déce- 
lées sur les frottis de muscles cardiaques de notre sujet. D’ail- 
leurs la forme flagellée du parasite guyanais n’a pas la taille de 
Vhématozoaire de Chagas, ni son énorme blépharoplaste tres 
caractéristique. 

Notre parasite présente quelques ressemblances avec celui 
qu’a décrit Franchini sous le nom de Hemocystozoon brasilense 
et dont Brumpt (1) a fait une espece spéciale d’Herpetomonas, 
H. brasiliensis. 

Franchini classe les types trouvés dans cing groupes : 

1° Des petits parasites, lancéolés d’ordinaire, de 3a 6 » sur 
1&2» 5, avec noyau, sans centrosome ni flagelle ; 

2° Des parasites allongés, également sans flagelles, plus volu- 
mineux que les précédents (12 416» sur 3 yu), offrant, en plus 
du noyau, un centrosome en baguette situé & une distance 
variable du noyau: centrosome et noyau sont colorés en rouge 
violet, le premier un peu plus intensivement; 

3° Des formes rappelant les précédentes, mais avec flagelles, 
parfois tres longs (20 ».). Le centrosome peut manquer. Certains 
présentent dans le protoplasma du pigment noir ; 

4° Des formes sans flagelles, de dimensions et d’aspects 
variables, contenant des masses chromatiques (2, 3 ou méme 
davantage) dont cerlaines, dit l’auteur, peuvent étre interprétées 
comme de yvolumineux centrosomes ; 

5° Des parasites enkystés assez polymorphes, 

C’est done un parasite sanguicole offrant, chez Vhomme, 
Jes caractéres morphologiques et méme l’enkystement qu’on 
remarque chez les flagellés intestinaux des Insectes. Ce fait, dit 
Brumplt, renverse toutes les idées que l’on se fait sur l’adapta- 
tion des flagellés & la vie sanguicole. 

Si le parasite trouvé en Guyane rappelle l’Hemocystozoon 
brasiliense de Franchini, deux particularités en séparent de 


(1) Bromer. Bull. Path. exot., 1913, p. 377 et Précis de Parasitologie, Masson, 
1913, p. 190. 
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facon radicale : l'absence absolue de pigment; absence abso- 
lue de kystes. 

Reste la comparaison avec les trypanosomes proprement dits. 
Notre parasite différe des trypanosomes pathogénes de homme 
et des mammiféres, qui n’ont qu’une division binaire, par 
toute la série de formes évolutives, que nous avons décrites, 
rencontrées dordinaire dans |’estomac des insectes transmet- 
teurs. Jl se rapproche en revanche un peu des trypanosomes 
du type Lewrsi, qui peuvent présenter des formes de divisions 
multiples, mais d'une taille beaucoup plus petite. 

Le flagellé observé & la Guyane francaise est donc étroite- 
ment apparenté au genre Trypanosoma, mais il nous parait 
douteux qu il s’agisse d'un vrai trypanosome. Nous préférons 
Vappeler jusqu’a plus ample informé Trypanopsis malignus. 


(Travail de l'Institut dHygiéne de Cayenne 
elt du laboratoire du professeur Mesnil.) 


EXPLICATION DE LA PLANCHE XVI 


Fic. 1-5. — Formes observées dans le sang. 
Fic. 6-48. — Formes observées dans des frottis de pulpe hépatique, 
Fis. 19-22. — Leucocytes renfermant des parasites. 


COMPOSITION CHIMIQUE DU BACILLE TUBERCULEUX 


par A. GORIS. 


L’étude de la composition chimique du bacille tuberculeux a 
fait objet de nombreux travaux, mais bien peu ont été orientés 
vers la détermination aussi complete que possible des prin- 
cipes contenus dans ce bacille. La plupart des auteurs se sont 
bornés & extraire les matiéres grasses ou cireuses dont il est 
imprégné, par l'emploi successif de divers solvants, et & essayer 
laction des substances isolées vis-&’-vis de l’organisme animal 
ou vis-a-vis des réactifs colorants. 

La nature cireuse de son enveloppe et les affinités particu- 
liéres du bacille tuberculeux pour la fuchsine devaient en 
effet inciter plus spécialement & ce genre de recherches. 

Aussi, nous le répétons, les travaux qui ont eu pour but 
précis la détermination analytique des principes constituants 
de ce bacille sont-ils assez peu nombreux. Cependant, a notre 
avis, c’est par la qu il efit été préférable de commencer. 

Une analyse détaillée, ftit-elle méme incomplete, et elle le 
sera forcément comme le sont toutes celles des végétaux supé- 
rieurs, aurait rendu plus de services que tous les travaux 
publiés sur ]’extraction des graisses ou des cires au moyen de 
différentes méthodes. Nous verrons d’ailleurs par la suite qu’il 
est parfois assez difficile d’établir une concordance entre tous 
les résultats déja obtenus, en raison des solubilités différentes 
des corps isolés par les divers solvants. 

Nous avons résolu de reprendre l’étude du bacille tuber- 
culeux en utilisant les méthodes de chimie végétale qui nous 
sont familiéres : on ne doit pas perdre de vue, en effet, que ce 
microbe est un organisme végétal et que son étude peut étre 
abordée comme celle d’une plante cryptogame ou phanérogame. 

L’exposé de ces recherches peut étre divisé en trois parties. 

L’étude des composés organiques que l'on peut extraire des 
bacilles tuberculeux forme la premiére partie; la seconde est 
réservée a l'étude de la composition minérale du bacille ; et la 

33 
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troisitme consacrée a l'étude de lacrdo-résistance. Pour ces 
deux derniéres parties nous avons été heureux de nous assurer 
la collaboration de M. Liot. 

Chaque partie débute par un exposé historique des travaux 
antérieurs & nos investigations. Nous préférons cette méthode 
& un exposé bibliographique général malgré les répétitions 
inévitables. 

Pour la clarté de l’exposition il était préférable de scinder les 
résultats obtenus. 

Nous publions nos recherches bien que des faits nombreux 
échappent encore & nos investigalions, mais dans la lutte entre- 
prise contre la tuberculose toute question d’amour-propre d’au - 
teur doit disparaitre. 

Si nos recherches pouvaient & leur tour aider tous ceux qui 
s'occupent de cette question, nous en aurions la plus légitime 
satisfacion, peut-étre ces données modifieront-elles leur 
maniére de voir et orienteront-elles de nouveaux travailleurs 
vers de nouvelles recherches. Nous le souhaitons vivement, car 
il est peu probable que nous ayons la possibilité de continuer 
ces études spéciales sur le bacille tuberculeux : en effet, ies 
conditions matérielles dans lesquelles nous sommes appelés & 
travailler, les frais dispendieux et actuellement hors de propor- 
tion avec les moyens financiers d’un laboratoire personnel, 
sans compter les accidents nombreux et parfois graves que ces 
manipulations nous ont occasionné, toutes ces raisons sont 
loin d’étre un encouragement & persévérer dans une voie ow il 
y a cependant encore beaucoup 8 faire. 

Nous laissons & d’autres, mieux outillés, plus fortunés, le 
soin de continuer. 


PREMIERE PARTIE 


COMPOSITION ORGANIQUE DU BACILLE TUBERCULEUX 


par A. GORIS. 


HISTORIQUE 


Dans le résumé des travaux antérieurement publiés sur la 
composition chimique du bacille tuberculeux, il n’est pas utile 
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de tenir compte de l’ordre chronologique des recherches, mieux 
vaut les grouper de maniére a réunir ceux qui ont été dirigés 
vers un but identique. 

On peut ainsi les classer en deux groupes : 

A. Recherches sur lVextraction des composes organiques, el 
principalement de la graisse, contenus dans le bacille. 

B. Etude analytique de ces composés. 


A. — Extraction des composés organiques, et principalement 
de la graisse, contenus dans le hacille. 


C’est Hammerschlag (4) qui, le premier, attire l’attention sur 
la richesse en graisse du bacille tuberculeux, et évalue la quan- 
tité de substances solubles dans l’alcool et l’éther & 27 p. 100. 

Klebs (2), par traitement a l’éther, n’obtient pas plus de 
22 p. 100 d’extrait sous forme d’une graisse rouge fondant & 
42°; il constate en outre que le bacille tuberculeux renferme 
une graisse solide blanche, insoluble dans l’éther, mais soluble 
dans la benzine et dont le point de fusion dépasse 50°. Pour 
lui, la plus grande partie du bacille tuberculeux serail constituée 
par de la nucléine. 

De Schweinitz et Dorset (3), qui ont publié plusieurs notes 
sur la composition du bacille tuberculeux, retirent du bacille 
37 p. 100 de matiére grasse par épuisement a |’éther. Leurs 
matériels d’analyse provenaient de cultures sur bouillon de 
boeuf et sur milieu minéral & l’asparagine et glycérine dont la 
composition était la suivante : 


Hams oeis > FOUN t Sri 4.000 grammes. 
GICORine Bae Are vat. oath en 710 = 
Phosphate, acide de potassc. 1 _ 
Phosphate dammoniaque . . 10 — 
Chlorure de sodium. .. - . 10 — 
INO CIOS S BA Mee oF ee mone 2 = 


Sulfate de magnésie ... . 2 — 


(1) Hawmerscetac, Bacteriologisch-chemische Untersuchungen tber Tuber- 
kelbazillen. Sidzungsber. d. k. Akad. d. Wissensch., 13 décembre 1888. 

(2) Kiees, Ueber heilende und immunisierende Substanzen aus Tuberkel- 
bazillenkulturen. Centralbl. f. Bakl. (1), 20, 499, 1896. 

(3) De Scnwemirz et Dorset, The composition of the tuberculosis and glan- 
ders bacilli. Journ. of the Amer. Soc., 17, 605, 1895; — The composition of the 
tubercle bacilli derived from various animals. Journ. chem. of the Amer. Soc., 
25, 354-358, 1903; — Further notes upon the fats contained in the tubercu- 
losis bacilli. Centraldl. f. Bakt. (I), 19, 107, 1896. 
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Ils notent seulement quelques légéres différences entre la 
composition des bacilles croissant sur les deux milieux : sur 
milieu au bouillon l’analyse décéle un peu plus de matiéres 
erasses et un peu moins de matiéres albuminoides. 

Ces auteurs ont fait également des recherches comparatives 
entre les différentes variétés de bacille tuberculeux et leurs 


analyses, qui ont porté sur : 


2 variétés de tuberculose humaine, 
1 _ — bovine, 

4 _ — porcine, 

il — — cheyaline, 
| = — aviaire, 


ont établi que le pourcentage le plus élevé d'extrait éthéré 
(28,77 p. 100) était obltenu avec le bacille d’origine humaine, et 
le pourcentage le plus bas (12,50 p. 100) avec le bacille d'origine 
porcine. 

Par contre le bacille d’origine aviaire donne le poids d’extrait 
alcoolique le plus élevé et le bacille humain fournit le plus 
bas. 

Aronson (1) fait porter ses recherches sur des bacilles cul- 
tivés sur bouillon : la culture est recueillie, layée et séchée, les 
bacilles sont ensuite épuisés par un mélange de 125 parties 
d’éther absolu et de 25 parties d’alcool absolu a chaud; il 
obtient ainsi 20 4 25 p. 100 de graisse. 

Par la suite, il affirma que l’addition d’acide chlorhydrique 
a ce mélange favorisait davantage la séparation des graisses. 

Cette matiére grasse renfermerait, d’aprés lui, 17 p. 100 
d’acide gras libre soluble dans V’alcool; quant a la partie non 
soluble ce ne serait pas un corps gras, mais une cire, car elle 
n'est pas complétement saponifiable par la potasse et donne 
un résidu soluble dans l’éther, l’éther de pétrole et l’acétone. 
Cet alcool insoluble, traité par l’anhydride acétique bouillant, 
s’éthérifie et donne un acétate. Toutefois ce ne serait pas de la 
cholestérine. 

Bulloch et Macleod (2), épuisant les bacilles par l’alcool 


(1) Aronson, Zur Biologie der Tuberkelbazillen. Berl. klin. Woch., n° 22, 1898; 
ne 35, 1910. 
(2) Buttocu et Macirop, The chemical constitution of the tubercle bacillus. 
Journ. of Hyg. Cambridge, 4, 1-10, 1901; Analyses. — Bull. Inst. Pasteur, 2 
381, 1904; Journ. chem. Soc., 86, 277, 1904. hoe 
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méthylique, puis par le mélange d’Aronson, ont réussi & obtenir 
de cette fagon plus de 40 p. 100 de matiére grasse, mais n’ont 
pu toutefois débarrasser le bacille de ses propriétés acido-résis- 
tantes. En abandonnant au refroidissement l’extrait bacillaire 
filtré a chaud, il se forme un précipité blanchatre qui, pour eux, 
serait la matiére acido-résistante ; cetle susbtance est diffici- 
lement saponifiée par la potasse alcoolique; au cours de ce 
traitement une poudre blanche se dépose qui est un alcool, et 
la solution potassique filtrée contient un acide gras non déter- 
miné. 

Le liquide d’ow s’est séparéle composé blanchatre abandonne 
aprés évaporation une graisse qui, saponifiée & son tour, donne 
des acides gras parmi lesquels, probablement, les acides 
oléique, isocétique, myristique et de l’acide laurique. 

Deycke Pascha et Reschad Bey (1) ont étudié les graisses 
bactériennes du bacille de la lépre et du bacille tuberculeux. Ce 
dernier est épuisé avec un mélange de xylol, de benzine et 
d’éther de pétrole. L’épuisement est trés long et la graisse 
obtenue a un aspect cireux. 

Les auteurs, ayant considéré tout d’abord celle-ci comme une 
graisse neutre entiérement saponifiable, reconnurent bient6t 
qu’ellerenfermait un alcool gras & poids moléculaire élevé. Par 
contre ils n’ont pu déceler dans le bacille tuberculeux la « nas- 
tine » (2) qwils avaient isolée du bacille de la lépre. 

Auclair et Paris (3) ont expérimenté sur des cultures en 
bouillon tuées, soit en les soumettant & 105° pendant 5 minutes 
ou 10 minutes a la vapeur, soit en exposant les ballons pendant 


(4) Deycks Pascua et Rescuap sey, Hin bakterielles Fett als immunisierende 
Substanz bei der Lepra, seine theoretische Bedeutung und seine praktische 
Verwendung. Deutsche med. Woch., 33, 89, 1907. 

(2) Cette substance d’aspect cireux se saponifie par la potasse alcoolique 
et ne laisse pas de composés non saponifiables, partant aucun alcool a poids 
moléculaire élevé caractéristique d’une cire. En dehors de son insolubilité 
en milieu aqueux et de sa résistance aux alcalis et acides faibles, de son 
inertie chimique relative, la « nastine » ne se colore pas par le réactif de 
Ziehl. Cependant ce serait un corps qui donnerait aux bacilles leur pro- 
priété acido-résistante, car si on ajoute une trace d’acide gras a la « nas- 
tine », elle devient acido-résistante typique. Chimiquement, ce serait done 
une sorte d’éther solide (vaotos, solide) de nature particuliére. 

(3) Auctarr et Panis, Constitution chimique du bacille de Koch. Arch. de 
méd. exp. et d’anat, path., 19, 129-144, 1907; — Constitution chimique et pro- 
priétés biologiques du protoplasme du bacille de la tuberculose. Arch. de 
méd. exp. et d’anat. path., 20, 137-752, 1908. 
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deux heures a la lumiére solaire; les bacilles sont alors lavés a 
eau distillée, ensuite & eau chargée de 10 p. 100 de chlorure 
de sodium jusqu’a ce que le liquide passe clair, puis sont 
épuisés & l’alcool, lavés et essorés, et finalement traités a 
l’é6ther, puis au chloroforme. Ils constatent que l’alcool dissout 
les corps suivants : matiére colorante, lécithine, acides gras 
et des alcaloides donnant avec /e chlorure de platine des sels 
doubles cristallisables, tandis que l’éther dissout les graisses 
neutres et des substances analogues a la cholestérine et que 
le chloroforme enléve la cholestérine et des produils peu 
définis. 

Les auteurs prétendent que ces dissolvants seraient insuffi- 
sants pour épuiser le bacille; l’éther de pétrole serait égale- 
ment imparfait. 

En traitant les bacilles dégraissés par lacide acétique, on 
dissout la nucléine, et le liquide, neutralisé en partie par la 
soude, en lui maintenant une légére acidité, donne une para- 
nucléo-albumine. 

Panzer (1) a étudié la composition chimique du_ bacille 
tuberculeux cultivé sur bouillon glycériné. Il a_ surtout 
recherché la présence de la cholestérine par précipitalion de 
cette derniére au moyen de la digitonine (méthode de Win- 
daus). Il procéde ainsi : 

2 gr. 70 de bacilles traités par Péther donnent 0 gr. 2906, soit 
10,75 p. 100 de matiére grasse qui, dissoule dans lalcool et 
traitée par la digitonine, fournit un précipité. Le corps obtenu 
par traitement de ce précipité n’a aucun des caractéres de la 
cholestérine. Panzer conclut a la présence d’un alcool a poids 
moléculaire élevé capable de se combiner a la digitonine. Le 
traitement des bacilles par l’eauchaude lui a donnéen outre un 
corps qui ressemble & la gomme arabique, facilement soluble 
dans l’eauchaude. En solution concentrée il abandonne par refroi- 
dissement une substance gélatineuse ne contenant ni azote, ni 
phosphore, ni soufre; elle est précipitée par l’alcool, l’acétate 
de plomb et réduit la liqueur de Fehling seulement aprés 
hydrolyse par Vacide chlorhydrique; elle donne la réaction de 


(1) Panzer, Notizen uber die chemische Zusammensetzung der Tuberkel- 
bazillen. Zeilsch. f. physiol. Chemie, 78, 414-419, 1912. 
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Molisch au naphtol; Voxydation par AzO*H n’a pas fourni 
@acide mucique, mais de lacide oxalique et auteur croit 
devoir conclure & la présence d’une pectine qui ne serait pas 
une galactane. 

Fontés ({), en épuisant les bacilles au xylol et ajoutant de 
Valcool absolu, obtient un corps qui, séparé par filtration, puis 
séché et pulvérisé, se présente sous un aspect blanc jaunatre, 
il est partiellement soluble dans I’éther et completement dans 
le chloroforme. La saponification de ce corps permet a l’auteur 
de le considérer comme une cire ; son P. F. est 53°5. 

Dorset et Emery (2) constatent que l’extrait éthéré des corps 
bacillaires se compose de deux parties : l'une, non saponi- 
liable par la méthode ordinaire, possede beaucoup des pro- 
priétés des alcools de la série grasse a poids moléculaire élevé : 
c'est & cet aleool quils attribuent les affinités de coloration du 
bacille tuberculeux comme nous le relaterons dans le cha- 
pitre consacré a l'acido-résistance. 

L’autre partie serait constituée par des corps saponifiables 
dont la nature ne fut pas déterminée. 

Kresling (3), le premier, a fait une extraction compléte des 
substances grasses et cireuses contenues dans le bacille tuber- 
culeux pour en donner les constantes physiques. I] a traité 4 
a 5 grammes de ces bacilles successivement par |’éther, puis le 
chloroforme, puis l’alcool, ou par ces mémes solvants utilisés 
dans un ordre différent. 

Dans chaque traitement, il a recueilli 38 4 39 p.100 du poids 
total des bacilles. 

Les bacilles qu’il emploie proviennent de culture sur bouillon 
de viande de buf additionnée de peptone de Witte et de gly- 
cérine. Les bacilles tués sont recueillis, lavés & l'eau jusqu’a 
disparition de toute trace de glycérine et séchés a 40°. Hs 
sont ensuite épuisés au chloroforme qui lui a paru le meilleur 


(1) Fonrés, Untersuchungen iiber die chemische Natur der den Tuberkel- 
bazillen eigenen Fett- und Wachsarten und tber das Phaenomen der 
Saureresistenz. Cenlralbl. f. Bakt. (1), 49, 317-321, 1909. 

(2) Dorser et Emery, Milteilungen ther die chemische Konstitulion des 
Bac. tuberculosis. Centralbl. f. Bakt. (I, 37, 363, 1906. Analyse d’un article 
de Annual Report of the Bureau of Animal Industry, 1904. 

(3) Kresuina, Ueber Fettsubstanz der Tuberkelbazillen. Centralbl. f. Bakt. 
(I), 30, 897-904, 1901. 
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solvant. Il altribue a cette masse microbienne la composition 


suivante : 
Humirdite a 100-110 cis cme tone 3,93 p. 100 
Cendres..r keene eae 2,55 -— 
AZOUEL. a cece: Crna 8,75 — 
Substances grasses. . =.=... - 38,95 — 
Substances non azotées. .... 0,97 — 


Les substances grasses obtenues par dissolution dans le 
chloroforme présentent les caractéres suivants : 


JRO 1S HME OWE ae oa ee a soles oo 6 46° 

Indicerd aciditehen ts eet come yan e238 
Indice de Reichert-Meiss]. ..... . 2,00 
IndicesdenHehnerir y-.:ueme nis eae 714,23 
Indice de saponification. ....... 60,70 
Indiceyd'étheriticationy) fe. sna ne 37,62 
Indiceydiiodesenes .) gee bist f) Hate eae 9,82 


Ces substances grasses contiennent approximativement : 


EMeKol =p cenmalch AMOR Ano io co Oude Go ee Oc 14,38 
Graisses neutres et éthérées d’acide gras. . 77,25 
Alcool retiré des éthers gras P.F. 43°5-44. . 39,10 
LsGCithines. Se: cee et kel cae om ee 0,16 
@holesterineereme mee yy ols. uaetett earn neat Indéterminé. 
ACid@s; Crass Pi aE 5805 ido. a care) ieee “ies paeioeeeL / 
Substances solubles dans leau....... 0,73 
Produits formés au cours de la saponification 
despmatrenesvorassese. .00 as nae Rae 25,76 


Masse brane foncée ayant la consistance de la cire d’abeille 
& odeur typique de bacille tuberculeux, ressemblant a celle du 
miellat de fleur de tilleul. 

La cholestérine est caractérisée sur la solution chlorofor- 
mique avec l’acide sulfurique par la coloration rouge obtenue. 


Bb. — Composition analytique des corps isolés des bacilles 
tuberculeux. 


Les travaux précédents ont eu surtout pour but d’isoler les 
substances lipoides du bacille tuberculeux et de constater leur 
parenté chimique. Trés peu de ces recherches semblent avoir 
été dirigées avec l’idée de déterminer la constitution des 
diverses substances isolées. 
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Kn somme, on a signalé dans ce bacille : 


Une lécithine, 

Une cholestérine, 

Une matiére grasse, 
Une cire, 

Un alcaloide, 

Une substance aminée. 


Lécarnine. — La lécithine a 6té signalée par presque tous 
les auteurs : Hammerschlag, Auclair et Paris, Kresling, 
Baudran. 

L’étude de sa constitution a été abordée par Baudran qui 
traite 20 & 30 grammes de corps bacillaires au B. M. a 50° 
pendant 8 4 10 jours avec 500 grammes d’acide chlorhydrique 
a 1p. 100. Aprés refroidissement la substance grasse surnage, 
on la dissout dans un mélange d’éther et de benzine et par 
addition d’acétone on précipite la lécithine que Baudran admet 
étre une lécithine distéarique. 

Sakae Tamura (1) a également isolé de l'extrait éthéré un 
phosphatide, mais il prétend que ce dernier n'est pas de la léci- 
thine, mais un diaminomonophosphatide ; la proportion d’azote 
trouvée étant de 2,98 p. 100 et celle du phosphore, 2,69 p. 100, 
chiffres qui ne correspondraient pas & ceux qu'une lécithine 
contient normalement. 

Agulhon et Frouin (2) pensent que ce composé phosphoré 
est un mélange complexe du genre des jécorines, plut6t qu'un 
phosphatide chimiquement défini. Par hydrolyse il donnerait : 
acide gras, glycérine, base analogue & la choline, et gomme. 
Cette gomme donne du glucose par hydrolyse. 

CuoLesrérine. — La présence de cholestérine signalée par 
Auclair el Paris était restée toujours douteuse pour Aronson, 
Panzer et Kresling, Agulhon et Frouin. Baudran est plus 
alfirmatif; il prétend que cette cholestérine a des réactions 
spéciales, « c’est plutét de Vasocholestérine, dit-il, se compor- 
tant comme un hydrate de terpene, car, traitée a froid, par 
parties égales d’acide azotique et d’alcool, elle donne une 


(1) Saxaz Tamura, Zur Chemie der Bakterien. Zeitsch. f. physiol. Chem., 87, 
p. 85-114, 1913. 

(2) Acutuon et Frou. Etude sur les matiéres grasses du bacille tubercu- 
leux; Bull. Soc. Chim. biol., 1, 176, 1919. 
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odeur de terpinéol et des cristaux de terpine que l’on peut 
identifier ». 

1] va méme plus loin et prétend que dans la culture loxyda- 
tion lente en présence de lair donne ce méme dérivé de la 
cholestérine. On peut facilement le mettre en évidence en 
précipitant la tuberculine brute par l'alcool absolu. On filtre 
et la distillation de l'alcool laisse un précipité blane qui, épuisé 
par l’éther, donne de la cholestérine non transformée, et le 
produit aromatique 4 odeur de jacinthe trés prononcée. 

Le produit odorant de la tuberculine serait done un hydrate 
de cholestérine analogue a la terpine. 

GraissE. — Les caractéres physiques de la graisse ont été 
fixés par un travail tres complet de Kresling. 

La composition de celte graisse a été en partie élucidée par 
les travaux des auteurs suivants : 

Hammerschlag constate la présence de tripalmitine et de 
tristéarine & coté de la lécithine, mais il n‘indique pas la pré- 
sence d’oléine ou d'aeide oléique. De Schweinitz et Dorset y 
caractérisent la présence d’acide palmitique, d’acide arachi- 
dique, d’acide laurique, ainsi que des acides volatils, et a leur 
tour, Bulloch et Macleod y signalent l’acide oléique, isocé- 
tique, myristique et laurique. 

En revanche, Baudran ne parle que de l’oléine et de marga- 
rine (mélange de palmitine et de stéarine). 

Cire. — Presque tous les auteurs qui se sont occupés de la 
graisse ont constaté sa difficulté de saponification et signalent 
la présence soit d’une cire, soit d'un alcool & poids moléculaire 
élevé provenant de Ja saponification de cette cire. Mais aucun 
earactére physique et chimique de cette cire ou de cet alcool 
navait été é6tabli. Fontes seul avait indiqué son point de fusion 
535. 

Les travaux de Sakae Tamura sont venus heureusement com- 
bler cette lacune. La méthode employée par l'auteur est la 
suivante : La masse bactérienne (70 gr.) est épuisée par l’alcool- 
éther, la partie insoluble est mélangée avec un liquide formé 
de deux parties d’acide sulfurique et d’une partie d’eau. Les 
bacilles sont détruits et Von obtient une masse sirupeuse 
brune. Celte masse versée dans l’eau laisse se déposer un 
précipité blanc floconneux, contenant la totalité des substances 
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protéiques. Le dépot est recueilli sur un filtre, lavé a Veau 
jusqu’a disparition de toute réaction acide des eaux de lavage, 
puis séché dans le vide. Le produit ainsi obtenu céde A lalcool 
et & l’éther une assez grande partie de substance lipoide, la 
partie insoluble représente 28 grammes du poids primitif (1). 
On la chauffe 14 heures en présence de SO‘H? & 25 p. 100. 
A la surface de la solution sulfurique apparait une matiére 
huileuse qui, par refroidissement, se prend en masse. Dissoute 
dans l’éther cette crotite donne, pour 70 grammes de bactéries, 
un résidu de 6 grammes. 

Aprés évaporation de ce solvant on fait cristalliser dans 
Valcool bouillant qui par refroidissement laisse déposer un 
abondant précipité blane fondant & 46°. Le produit est purifié 
par dissolution a chaud dans une petite quantité de benzine. 
Par refroidissement il se sépare une masse gélatineuse conte- 
nant un peu d’acides gras et de carbure d’hydrogéne. 

La solution benzénique est évaporée et le résidu repris par 
Yalcool bouillant; par cristallisations répétées dans l’alcoo] 
il fournit une poudre d’un blanc de neige fondant a 66°. Sakae 
Tamura lui a donné le nom de Mykol parce qu'il a trouvé le 
méme produit dans le Myhobakterium lacticola perrugosum. 

Les propriétés de ce mykol sont les suivantes : 1 est facile- 
ment soluble dans le chloroforme, le xylol, le toluene, l’éther 
de pétrole, éther, plus difficilement soluble dans l’alcool froid 
et dans Talcool méthylique. Il posséde l’acido-résistance et 
ne renferme ni azole ni phosphore. Sa composition centési- 
male serait C == 82,46 p. 100; H = 13,58 p. 100; sa for- 
mule CHO; il donnerait un dérivé bromé bien cristallisé 
obtenu en laissant tomber goulte & goutte une solution acé- 
tique de brome dans une solution éthérée de mykol, le brome 
étant dissous dans l’acide acétique glacial et le mykol dans 
Véther anhydre. 

L’analyse du dérivé bromé conduirait a la formule C“H°OBr. 

Il donnerait également un dérivé iodé a P. F. 58° ainsi 
qu'un acétate et un benzoate. 

Le mykol ne donne aucune des réaclions colorées de la cho- 
lestérine; d’aprés l’auteur, il se rapproche du cholestol et du 


(1) Elle est encore acido-résistante. 
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lupéol, alcools retirés l'un de l’écorce de quinquina, l'autre du 
lupin, et qui ont également la propriété de donner un dérivé 
bromé de substitution. 

Atcatoiogs. — Auclair et Paris ont signalé la présence d’alca- 
loides donnant avec le chlorure de platine des sels cristallisables 
et Baudran (1) celle d’alcaloides qui, injectés aux cobayes, a 
faible dose, les fait périr en 2 ou 3 mois sans lésions tubercu- 
leuses, mais avec hyperémie du rein et des capsules sur- 
rénales. 

Manriéres proréiques. — Klebs avait déja dit que la majeure 
partie du bacille tuberculeux était constituée par la nucléine, 
et Auclair et Paris, par macération des bacilles dégraissés dans 
acide acétique, puis neutralisation partielle du liquide par la 
soude, démontrent la présence d'un corps qui, d’aprés eux, 
serait une paranucléo-albumine; mais la s'arrétent nos con- 
naissances. 

Ayant repris l'étude des protéines, Sakae Tamura signale 
que Ruppel, en trailant les bacilles par une solution a 1 p. 100 
d’acide sulfurique, en a isolé la « Tuberkulosamine », analogue 
aux protamines. Modifiant un peu cette méthode, il traite les 
bacilles épuisés & lalcool-éther par de l’acide sulfurique 4 
5 p. 100 et verse le tout dans eau. Un dépdt B se forme, 
tandis qu’a la surface du liquide A surnage la couche huileuse 
que nous avons signalée. Dans le filtrat, Sakae Tamura a carac- 
térisé l'adénine et probablement hypoxanthine, mais il n’a 
pu retrouver la tuberkulosamine de Ruppel. Dans le pré- 
cipité, il a identifié l’arginine, lhistidine, la lysine, la phényl- 
anine, la proline, la valine, la tyrosine et le tryptophane. 

Hypratre pe carnone. — La membrane du bacille renferme- 
rait d’aprés Panzer une protéine. Baudran admet que cette 
membrane est de la cellulose incrustée de silice et de sel de 
calcium, colorable par le chloroiodure de zine et les réactifs 
spéciaux de la cellulose, se dissolvant & l’ébullition dans parties 
égales de chlorure de zine et d’acide chlorhydrique. 

En résumé il reste acquis les points suivants : 

Par traitement avec des solvants divers (alcool, éther, ben- 
zine, xylol, chloroforme) employés seuls ou simullanément, 


(1) Baupran, Analyse du bacille tuberculeux. C. R., 442, 657, 1906. 
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on peut isoler du bacille tuberculeux des substances lipoides 
dans des proportions variables avec les solvants employés; 

La quantité de substances lipoides dissoutes par les solyants 
de choix peut atteindre prés de 40 p. 100; 

Ces substances lipoides sont constituées par une matiére 
grasse, une cire, un phosphatide (lécithine probablement) et 
peut-étre par une substance du groupe des cholestérines, 

De la cire on a retiré un alcool gras & poids moléculaire 
élevé, le « mykol »; dans la matiére grasse a été constatée 
la présence d’acides volatils, celle d’acides oléique, laurique, 
(myristique, isocétique?), palmitique, stéarique, arachidique. 

Enfin on a signalé dans le bacille la présence d’alcaloides, 
de substances nucléiniques et de matiéres albuminoides ; la mem- 
brane de ce bacille serait de la cellulose imprégnée peut-étre 
de pectine. 

Mais il n’en reste pas moins éyident que les résultats publiés 
depuis 1896, date 4 laquelle Klebs entreprit les premiéres 
recherches sur la composition chimique du bacille tuberculeux, 
jusqu’en 1913, époque ot Sakae Tamura fit connaitre ses tra- 
vaux, sont incomplets. On pourrait en trouver l’explication 
dans ce fait que les différents auteurs, se limitant dans leurs 
recherches, n’ont pas poussé assez loin leurs investigations, 
comme aussi dans le choix des méthodes qu ils ont adoptées 
et dans les trop faibles quantités d’éléments microbiens mis en 
ceuvre, de telle facon que certains corps devaient fatalement 
leur échapper. 

Les recherches qui vont suivre démontrent le bien-fondé de 
cette assertion et elles-mémes sont encore incomplétes. Cer- 
tains points méritent d’étre repris et leur étude tentera quelque 
jour de nouveaux observateurs, nous en sommes convaincu. 


RECHERCHES PERSONNELLES 


A. — Extraction des composés organiques contenus 
dans le bacille. 


1. — Traitement du bacille tuberculeux par le chloroforme. 


Mone p’épuisemenT. — Le bacille que nous ayons étudié est 
un mélange de bacille humain et de bacille bovin (bacille de 
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Vallée) utilisé & l'Institut Pasteur pour la préparation de la 
tuberculine. Les éléments microbiens sont tués par chauffage 
a 110° et débarrassés & la main des débris de filtre en papier 
restés adhérents & la suite des opérations antérieures de filtra- 
tion et d’essorage. On les délaye dans de l’eau glacée en ayant 
soin de triturer jusqu’s disparition des amas grumeleux dont 
le lavage se fait plus difficilement et on les passe a travers un 
tamis & larges mailles pour bien les diviser. On verse alors le 
magma liquide sur un filtre et on continue l’affusion d’eau 
glacée jusqu’a ce que l’eau de lavage soit incolore et ne donne 
plus de précipité par le réactif de Tanret. Ce mode opératoire 
est préférable au lavage au filtre de porcelaine de Buchner. 

Les bacilles ainsi traités sont séchés a l’étuve 4 37°. Apres 
dessiccalion, ils sont pulvérisés et privés des derniers déhris 
de filtres qui auraient pu échapper précédemment. Cette pulvé- 
risation est bien l’opération la plus pénible qui existe, elle est 
pourtant indispensable si l’on veut obtenir des bacilles comple- 
tement dégraissés (1). On les introduit alors dans un ballon 
avec une grande quantité de chloroforme et on chauffe au bain- 
marie en maintenant l|’ébullition pendant une heure ou deux 
pour ce premier épuisement; on laisse refroidir, et on filtre 
ensuite a la trompe, sur entonnoir de Buchner. Le gateau de 
bacilles agglomérés est détaché tandis qu’il est encore en masse 
compacte et légerement humide. L’épuisement chloroformique 
est renouvelé plusieurs fois. Suivant la quantité de bacilles et 
de chloroforme employés, il faut compter de 6 & 8 épuisements 
pour obtenir un chloroforme incolore et une masse bacillaire 
complétement blanche. 

QUANTITH DE SUBSTANCES SOLUBLES DANS LE CHLOROFORME. — La 
quantité de substances dissoutes ainsi par le chloroforme est 
énorme et atteint prés de 40 p. 100 du poids des bacilles secs 
mis en ceuvre. 

Dans une opération préliminaire, 165 grammes de bacilles 
secs ont donné 65 grammes de substances solubles dans le 
chloroforme, soit 38,18 p. 100, et dans une seconde opération, 
1.180 grammes de bacilles secs ont fourni 450 grammes, soit 


(4) Elle n’est pas nécessaire si lon se propose uniquement l’extraction 
dune certaine quantité de matiére grasse. 
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38,13 p. 100 (4) de ces mémes substances sur le traitement 
desquelles nous reviendrons plus loin. 


Il. — Traitement par l’alcool des bacilles épuisés 
par le chloroforme. 


Aprés épuisement au chloroforme, les bacilles sont traités 
de Ja méme facon & deux reprises par alcool bouillant a 95° 
en vue d’y rechercher la matiére sucrée. Par refroidissement, 
il se dépose une substance blanche, soluble dans le chloroforme 
que les traitements précédents n’avaient pas complétement 
enlevée. 


Ill. — Traitement par l’eau des bacilles épuisés 
au chloroforme et a I’alcool. 


Les bacilles épuisés au chloroforme et a Valcool sont pulvé- 
risés 8 nouveau, car ils se sont agglomérés pendant la dessic- 
cation (2). On les met & macérer dans deux fois leur poids d’eau 
chloroformée, mais il faut noter que, dans la premiére opéra- 
tion, on doit employer de Veau titde & 37-40°, la poudre se 
mouillant en effet difficilement. On laisse en contact a l’étuve 
pendant 42 heures, puis on filtre sur entonnoir de Buchner. 
Ce traitement est répété trois fois de suite et les solutions 
aqueuses conseryées au frais sont réunies et additionnées 
@acide chlorhydrique normal de maniére a obtenir une solu- 
tion & 2 p. 1.000. Un léger précipité de mucine se forme, qu’on 
sépare par centrifugation. L’acide chlorhydrique ajouté est 
neutralisé par une quantité correspondante de soude normale. 

La solution aqueuse a une coloration jaune d’or avec un reflet 


(1) 1.480 grammes de bacilles desséchés nécessitent 30 litres de chloro- 
forme pour leur épuisement complet. ; ”, 

(2) C’est cette opération qui provoque les accidents les plus sérieux, malgré 
les précautions prises contre les poussieres microbiennes (masque, els.) 
Les manifestations que l’on constate sont les suivantes : Une irritation dans 
Varriére-gorge et le pharynx qui provoque une toux opiniatre et persistante : 
puis viennent des phénomeénes de dyspnée, la température monte, une lassi- 
tude générale s'empare de l’individu qui est obligé de se coucher etd ob- 
server une immobilité complete, le moindre mouvement réyeillant aussitol 
les acces de toux. La fiévre peut atteindre 40° pendant vingt-quatre a trente- 
six heures au bout desquelles persiste seulement un état de dépression 
générale qui dure parfois des semaines. Nous avons enregistré Six accidents 
de ce genre dont trois personnels; les symplomes constatés ont été iden- 
tiques chez tous les sujets atteints. 
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dichroique. En l’additionnant de 4 & 5 fois son poids d’alcool 
a 95°, il se sépare un précipité que l’on recueille par centrifu- 
vation et qu’on lave a l’alcool et a I’éther; il reste une solution 
alcoolique. 

Dans une premiére opération, 90 grammes de bacilles épuisés 
au chloroforme, puis séchés, ont donné 650 grammes de 
liquide, et, par addition de 1.000 grammes d alcool, on a obtenu 
1 er. 75 de précipilé, soit 1,95 p. 100 du poids des bacilles 
épuisés au chloroforme, correspondant 4 1,20 p. 100 du poids 
de bacilles secs. 

Dans une seconde opération, 700 grammes de poudre de 
bacilles épuisés et séchés ont fourni 5 litres de solution qui, 
précipités par 25 litres d’alcool, ont donné 13 gr. 50 de préci- 
pité, soit 1,93 p. 100 du poids des bacilles épuisés au chloro- 
forme correspondant a 1,19 p. 100 de bacilles secs. 

Avant de faire d’autres traitements, il est nécessaire de laver 
les bacilles jusqu’a ce que l’eau de lavage ne donne plus aucune 
réaction avec le réactif de Tanret, pour avoir la certitude d'un 
épuisement complet des derniéres traces de matiéres solubles 
dans l'eau pure. 

On prend une partie de ces bacilles qu’on traite alors par 
le chlorure de sodium a 40 p. 100, puis, aprés 24 heures de 
contact, on filtre et centrifuge. Le liquide clair additionné de 
sulfate d’ammoniaque a saturation ne précipite pas (1). Hn’y 
a done pas d’albumose. 

Quant & la solution alcoolique séparée du précipité signalé 
plus haut, elle est distillée dans le vide et concentrée; l’extrait 
obtenu a la consistance du miel, sa couleur est marron clair, 
et son odeur rappelle celle de lextrait d’ergot de seigle ou 
de peptone humide. 

Dans la premiére opération, le rendement était de 6 grammes 
d’extrait, soit 4,12 p. 100 du poids des bacilles secs; dans la 
deuxitéme de 47 grammes d’extrait, soit 4,15 p. 100, ce qui 
correspondrait a 6,6 p. 100, et 6,7 p. 100 du poids de bacilles 
épuisés au chloroforme. 

Les bacilles ainsi successivement épuisés par le chloroforme 
et Peau sont, aprés lavage & fond, séchés A nouveau et gardés 


(1) Il se forme un trouble dt a la production du sulfate de chaux. 
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en vue d’opérations ullérieures : ces corps bacillaires traités 
par le chloro-iodure de zinc ou par lacide sulfurique et liode 
(réactif de Vétillart) ne se colorent pas en violet, mais restent 
colorés en jaune. 
On a done ainsi séparé du bacille, en trois opérations, trois 
groupes de substances : 
1° Le premier soluble dans le chloroforme. A cette fraction if 
fautajouter celle que le traitement & l’alcool a permis d’enlever ; 
2° Le deuxiéme soluble dans l'eau et précipitant par lalcool; 
. 3° Le troisiéme soluble dans l'eau, mais non précipitable par 
alcool. 
Le tableau suivant permet de se rendre compte d'un coup 
d’oeil des résultats obtenus par ces traitements successifs : 


n 

n | fo n o = 45 BACILLES a BACILLES 
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Z =) aye = 5 oe S 23S wo 
g Qa» ase Soy eaeenes a 2ES aoe a 
&|Belas o |2o-5| pie eat =e | WA a noa—| 2 o 
< oa ga DIST lLowOre ei aon D a Han| o o 
a & ‘OS Oo 8 a s Zar oO Ro no 9ae¢ no aes 
a 2 Zo S On RD Zee Taye =e Aoe aes a> 
SM ad) es SU SH Be ea beak ed eae Sd aa M2 td 

n a a on — oe faa) ee 2 2D ~~ we & 

5 co ES O26 rf) Qn 3 a i Dy eres ae 

7; Pc an) S ou Db a # 

n “ZS A 

ose ee ee eee pa | a ee 
{re] 465sr |} 638" | 38,48] 90s" 42sr |) 4sr,75) 14,944 | 1,20 6s" | 6,66 | 4,12 
2e 14180 450 | 38,13] 700 30 | /438",50) 4,938 | 1,49 |] 47 6,70°| 4,45 


* Ces chiffres se rapportent respectivement aux poids de bacilles dé- 
egraissés mis en ceuvre, cest-a-dire 4 90 et 700 grammes. 


| ne ne Ea LR a NE ERR AON ee REN RA AE SS RN CORN RN EN TA 


B. -— Analyse de la graisse brute. 


Celte analyse a été faite sur la graisse brute dont le point de 
fusion est 42°, elle nous a donné les indices suivants : 
INDICE D'IODE : 


Poids de la prise d’essai: 18°, 060 
N—N!= 13,6 


(4) La perte est beaucoup plus grande dans la premiere opération que 
dans la deuxiéme: cela se concoit puisque nous avons un méme nombre de 
filtrations sur une proportion de substance moindre, mais on constatera que 
le pourcentage des substances obtenues est le méme dans les deux cas, 
bien qu’on ait opéré sur des quantités tres différentes. 


34 
= 


d44 ANNALES DE L’[NSTITUT PASTEUR 


Soit un indice de 16,20 correspondant & 18,09 d’acide oléi- 
que. 
Inpice p’acipire. — La graisse brute est soumise & trois trai- 
tements successifs & lalcool bouillant, en employant chaque 
fois 50 centimétres cubes. On titre ensuite avec la soude 
normale. 


Poids de la prise d’essai.-. . 2. 3). 5 2 28", 115 
Ouantité de soude normale nécessaire . 1 ¢.c. 4 


L’indice d’acidité est égal & 37, nombre qui, exprimé en 
acide oléique, donne 18,66 p. 100. cs 

Inpice DE saponirication (Koettstorfer). — Une prise d’essai de 
1 gr.80 est trailée d reflux par 20 centimétres cubes de soude 
aleoolique ; on maintient |’ébullition pendant trois heures. Une 
partie reste insoluble. Par refroidissement le savon se prend 
en masse; on Je dissout dans l’eau chaude et on dose la soude 
en excés; il faut 16 centimétres cubes d’acide sulfurique nor- 
mal : 4 centimétres cubes de soude sont done nécessaires 
pour effectuer la saponification de 4 gr.80 de corps gras. Par 
suite l’indice de saponification = 124,4. 

Inpice p’ETHERIFICATION. — Cet indice serait de 87,4 puisqu il 
représente la différence entre l’indice de saponification et 
lindice d’acidité. 

InpicEpE Hewner (somme des acides gras insolubles et des 
matiéres grasses insaponifiables). — La prise d’essai étant de 
2 gr. 115, Vindice rapporté a 100 grammes de matiére est 69,77. 
Dans ce chiffre le poids d’alcool provenant de la saponification 
de la cireest de 21 p. 100. 

Pour faciliter la comparaison nous donnons dans le tableau 
ci-dessous les divers nombres exprimés pour chaque indice, 


KKRESLING Goris 
Indice de saponification (Koettstorfer). 60,70 124,4 
Indices aciGité e.a.u ea 23 08 37,0 
Indicerd-<étherificatrone mn ace 37,62 87,4 
Indicerdiode. ne Sia eeGiis a oFo2 16 ,22 
indice derilehnet yeas weeee lye 74,23 69,77 


Les chiffres des indices diode, de Hehner et d’acidité sont 
assez comparables, car en somme il s’agit de microbes prove- 
nant de cultures d’origine différente et cultivés sur des milieux 
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différents. Seul l'indice de saponification, et par suite celui 
d'éthérification obtenu par différence, sont & notre avis trop 
faibles chez Kresling, car plusieurs opérations de controle nous 
ont donné des résultats comparables. 

L'indice de saponification des matitres grasses est toujours 
compris entre 175 et 195. Celui des cires est plus bas, mais ne 
descend jamais au-dessous de 79 (cire de Carnauba). La 
matiére sur laquelle nous avons opéré, étant a la fois matiere 

_grasse et cireuse, doit forcément fournir un chiffre inter- 
médiaire. 

Ces indices n’ont dailleurs qu'une valeur assez relative 
puisqu’ils peuvent varier, dans de faibles limites il est vrai, pour 
des cultures d'origine différente, ow des milieux de composi- 
lion diverse. 


‘€. — Séparation des matiéres solubles dans le chloroforme. 


La solution chloroformique, colorée en rouge, est séchée 
sur du sulfate de soude anhydre, fillrée et dislillée. Lorsque la 
majeure partie du chloroforme est distillée, on verse le liquide 
dans une capsule et on continue |’évaporation au bain-marie. 
Vers la fin de l’opération, alors que la partie superficielle est 
encore bien liquide, on constate au fond de la capsule la pré- 
sence d’une couche plus dense, d’aspect gélatineux mais homo- 
géne, qui tend au fur et & mesure de |’évaporation a se sépa- 
rer au sein méme de la solution. 

De fait, lorsque le chloroforme est évaporé on trouve au 
fond de la capsule une masse dure, résistante, de couleur 
chamois. Si avant la fin de l’opération cette matitre a été 
divisée par agitation elle se présente en fragments plus ou 
moins volumineux de méme aspect et de méme consistance 
que précédemment. 

I. — On les détache directement & la main ou aprés fusion 
-des corps gras, et ces morceaux, d’abord lavés a l’éther pour 
éliminer la substance grasse adhérente sont redissous dans le 
chloroforme. Ce dernier évaporé abandonne alors une masse 
de couleur blanc rosé et de consistance élastique rappelant 
de loin le caoutchouc ou mieux la gutta-percha. Le poids de 
cette substance fut de 1 gr. 80 pour les 165 grammes du pre- 
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mier traitement et de 12 grammes pour les 1.180 grammes du 
second traitement, soit respectivement 1,09 p. 100 et 
1,01 p. 100 du poids des bacilles bruts et secs, soit encore 
2,85 p. 100 et 2,66 p. 100 du poids de matiére soluble dans le 
chloroforme. 

Ce chiffre est un peu trop élevé, car il reste un peudesubstance 
erasse interposée dans cette matiére. Pour l’en débarrasser on 
lui fait subir le traitement suivant : on la dissout dans 250 cent. 
cubes de chloroforme et on y ajoute un exces d’éther. Celui-ci _ 
précipite cette substance sous forme d'une masse gélatineuse et 
laisse en solution les matiéres grasses; on filtre &la trompe. La 
masse gélatineuse est lavée a l’éther, puis redissoute dans le 
chloroforme et précipitée & nouveau par l’éther; ce traitement 
est répété deux fois; finalement la substance est redissoute dans 
le chloroforme qui abandonne par évaporation un produit com- 
plétement blanc, d’aspect corné et moins élastique qu’avant 
la purification ; la solution chloroformique diluée, abandonnée 
i lévaporation spontanée, laisse une pellicule transparente, 
daspect vitreux, analogue aune pellicule d’acélyl-cellulose ou 
de collodion. 

Nous donnerons le nom de hyalino/ a ce corps pour rappeler 
cette propriété physique (6é:voc, qui a la transparence du 
verre). 

Ce corps n’a pas encore été signalé dans le bacille tubercu- 
leux et nous verrons plus loin que sa composilion est curieuse. 

Son point de fusion au bloc Maquenne est 175°, mais il 
devient pateux vers 160°-165°. 

Il. — La matiére grasse privée mécaniquement de ses larmes 
amygdaloides est placée dans un ballon muni d’un réfrigérant 
a reflux et traitée par Vacétone bouillant. Dans le fond du 
ballon il se sépare une substance brun rouge qui, a deux 
reprises, est soumise & l’action de l’acétone bouillant pour 
enlever toute trace de corps gras soluble. On la dissout dans 
l’éther et on la décolore au noir animal. Aprés évaporation de 
l’éther & lair libre, il reste une substance rougeatre d’aspect 
un peu résineux. Le poids de celte substance (mélange cireus) 
purifiée fut de 7 grammes pour le premier traitement et de 
55 pour le second, soit respectivement 4,25 p. 100 et 4,65 p. 100 
du poids des bacilles bruts et secs correspondant a 11,66 p. 100 
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et 12,22 p. 100 du poids de la matitre soluble dans le 
chloroforme. 

IIT. — La solution acétonique laisse déposer par refroidisse- 
ment des corps gras solides. Pour le premier traitement ce poids 
fut de 20 grammes, soit un tiers du poids de la matiére grasse 
primitive ; ces 20 grammes sont repris & nouveau par |’acétone 
bouillant; mais tout ne se dissout plus, méme dans une assez 
grande quantité d’acétone, il reste une partie insoluble qui 
aprés refroidissement a laspect d’une cire de couleur blan- 
chatre. Nous avons recueilli 5 grammes de cette substance 
pour le premier traitement et 30 grammes pour le second, soit 
7,93 p. 100 et 6,66 p. 100 du poids de matiéres solubles dans 
le chloroforme, soit 3,03 p. 100 et 2,54 p. 100 du poids des 
bacilles bruts. 

On peut dire que l'emploi combiné des trois solvants : 
chloroforme, acétone, éther, a permis de scinder les sub- 
stances grasses du corps du bacille tuberculeux en quatre por- 
tions, savoir : 

1° Une substance soluble dans le chloroforme et léther, de 
nature spéciale, inconnue jusqu’alors (Hyalinol) ; 

2° et 3° Deux substances de nature cireuse solubles dans le 
chloroforme et l’éther, mais se différenciant par leur solubilité 
dans l’'acétone ou l'alcool absolu; l'une est un mélange de cire, 
et d'autres corps; la seconde, une cire pure; 

4° Une matiére grasse. 

Mais il ne faudrait pas voir la une méthode de séparation au 
sens absolu du mot. A part le premier produit, dont l’insolu- 
bilité complete dans !’éther permet de V'isoler a l'état pur, les 
autres parties isolées renferment toujours des petites quantités 
des substances appartenant aux fractions voisines. 

La premieére fraction de la partie soluble dans |’éther et pré- 
cipitée par l’acétone renferme des lécithines et d’autres 
composés; la substance cireuse qui constitue la seconde frac- 
tion est presque insoluble dans l’acétone et laleool absolu, on 
peut la considérer comme une cire a peu prés pure. 

La séparation est moins complete entre eette cire et la 
matiére grasse. Cetle derniére renfermera toujours en solution 
une proportion plus ou moins grande de matiére circuse. 

Quoi qu’il en soit, cette séparation des substances solubles 
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dans le chloroforme permet d’aborder l’étude de chacune des- 
parties avec des chances plus grandes de réussite. 

Le tableau suivant résume clairement ce qui vient d’étre 
dit.: 


porps SUBSTANCES RAPPORT ane 
. solubles SeSulg ae au poids des av eS 
de bacilles dane le POIDS utties de nen 
ai ; des substances - sol. dans le 
traités chloroforme thloweteeas 


{re expér. \ Hyalinol. 
Mélange cireux. 


165s 638" | Cire. 


Mat. grasses. 


2e expér. Hyalinol. 
11808 Mélange cireux. 
Cire. 
Mat. grasses. 


RECHERCHE DES MATIRES sucriées. — L’alcool provenant de 
‘épuisement de 750 grammes de bacilles épuisés au chloro- 
forme, comme il a été indiqué précédemment, est distillé et le- 
résidu de la distillation repris par l’eau; la solution aqueuse 
amenée & 350 centimétres cubes est lavée & l’éther qui enléve: 
les pelites quantités de substances grasses pouvant subsister. 
Cette solution aqueuse, de couleur jaune rougeatre, ne réduit 
pas directement a l’ébullition la liqueur de Fehling, mais 
seulement aprés quelques instants de repos; la :réduction est 
encore faible aprés défécation par les réactifs de Courtonne ou 
de Patein. 

A lexamen polarimétrique on observe une déviation de 
A == + 0°30’. On préléve alors 300 centimétres cubes de la 
solution, on les déféque au réactif de Patein et on élimine le 
mercure par la poudre de zinc; aprés filtration le liquide est 
divisé en deux parties. L’une est examinée au polarimétre et 
donne une déviation de A = -} 0°30’; avec la phénylhydrazine 
elle ne donne aucune combinaison cristallisée. L’autre partie, 
additionnée de 1 gramme d’acide chlorhydrique, est portée a 
l’ébullition pendant 2 heures, refroidie et ramenée au volume 
primitif. Une nouvelle lecture de la déviation donne le méme- 
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chiffre, soit + 0°30’; la réaction & la phénylhydrazine est 
encore négative. On peut donc conclure qu'il n'y a pas de 
sucre (monose ou polyose) dans le bacille tuberculeux. 

Il n'y a pas davantage d’alcool polyatomique et en particulier 
de mannite, car les solutions réunies évaporées et reprises par 
alcool ne donnent aucun corps cristallisé. D’ailleurs la quan- 
tité de substance enlevée par ce traitement a l’alcool est faible, 
elle est constituée par des acides aminés. 

RECHERCHE DES FERMENTS DES HYDRATES DE CARBONE ET DES 
eLucosipEs. — Le bacille tuberculeux ayant parfois été classé 
parmi les champignons, il nous a paru intéressant de recher- 
cher sil renfermait des ferments des sucres et des glucosides 
que l’on trouve dans tous les champignons. L’essai a été fait 
avec des corps bacillaires provenant de cultures jeune et 
ancienne de bacille bovin (souche Vallée). La culture jeune 
était dgée de 10 jours, la culture ancienne de 6 semaines. Les 
bacilles vivants ont été séparés par filtration sur Buchner, 
lavés a l’eau distillée stérile pour enlever toute trace de 
bouillon, ensuite & l’alcool et finalement a 1’éther. On obtient 
ainsi 3.4 4 grammes de chacune des cultures vivantes. 

D’autre part, on prépare avec de l’eau stérile des solutions 
de différents sucres et une solution d’amygdaline. On intro- 
duit dans chaque flacon aussi exactement que possible un 
méme volume de bacilles correspondant a environ 0 gr. 50 de 
bacilles humides, lavés & l’alcool et & I’éther; on laisse a 
l’étuve pendant 7 a 8 jours au cours desquels on fait des 
_examens polarimétriques, aprés défécation des solutions au 
réactif de Courtonne. 

Lesrésultats sont consignés dans le tableau de la page suivante. 

De plus, la recherche des oxydases et des anaéroxydases par 
la teinture de gayac ou l'eau gaiacolée ayant toujours été néga- 
tive, nous pouvons conclure formellement que le bacille tuber- 
culeux cultivé sur bouillon ne renferme ni ferment des hydrates 
de carbone, ni oxydases, ni anaéroxydases. 

Il est absolument indispensable dans tous ces essais de se 
mettre rigoureusement a l’abri des conlaminatious extérieures, 
particuligrement des moisissures. Une premiére expérience 
faite avec des bacilles cultivés sur milieu a l’asparagine nous 
avait donné des résultats posilifs, car une moisissure vulgaire 
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avail contaminé le milieu quin’avait été stérilisé que 24 heures 
apres sa séparation; nous ne pouvons tenir compte de cette 
constatation. 


CULTURES 
eee 
JEUNES ANCIENNES | 


Calculé Trouvé Trouvé 


Amygdaline 
solution A 0s",60/125. 0°22! Aucune odeur, 
aucune réaction. 


Saccharose 
solution a 2#"/125. . + 2020! 4 | Aucune réduction. 


Tréhalose 
solution a 0s",60/125. 42 + 4052! Aucune réduction 
de la liqueur de 


Fehling. 
Maltose 


solution a 48",50/125. + 3020! s04h' | 5 c.c. réduisent 
6 ¢.c.2 de MnO!K; 
apres action, ils 
réduisent 6 c.c. 3 


de MnO!K. 
Lactose 


solution & 1",50/125. : + 404! | +1 4099) c.c. réduisent 
7ic.c.8de MnO'K; 
apres action, ils 
réduisent 7 c.c. 8 
de MnO‘%K. 


Témoin. . » 


IV. Analyse qualitative des substances obtenues dans 
les épuisements du bacille tuberculeux. 


Un se souvient que le traitement du bacille tuberculeux 
nous avait donné 3 grands groupes de substances : substances 
lipoides entrainées par le chloroforme, substances albumi- 
noides solubles dans l'eau et précipitées par l’alcoul, substances 
albuminoides solubles dans l'eau et l’alcool. 

Les substances lipoides ont pu a leur tour étre scindées en 
quatre fractions par l’emploi de différents solvants : 


On peut done facilement schématiser ces opérations dans le 
tableau suivant - 
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| A. Substance spéciale se séparant sur la fin de l’évaporation. Insoluble 


A. Epuisement dans éther, et pouvant étre enleyée mécaniquement, Hyalinol (I). 


des bacilles 
au 
chloroforme. / B. Masse buty- 
— reuse de 
Solution chlo- couleur rouge 
roformique, reprise par | 
évaporée. acétone 
| bouillant. 


| Résidu insolu- 
ble. Mélange ci- 
reux coloré (II). 


Dépot blane qui, 
repris par Résidu insolu- 
acétone bouil- ble cire (III). 
Solution acéto- lant, donne 
nique par refroi- 
| | dissement donne |] Solution qui, par 
évaporation, 
} donne matiére 
grasse (IV). 
B. Epuisement 
a l’alcool. 


Y 


C. Epuisement ! 
a leau. Précipité. Substances albuminoides (V1). 


Substance blanche se déposant par refroidissement (V). 


Solution. Evaporée donne un extrait a odeur 
animalisée contenant les acides 
aminés (VII). 


se additionnée 


Solution aqueu- 
d'alcool. \ 


Nous allons maintenant étudier la nature de chacune de ces 
substances. 


I. Hyauinot. — Cette substance est un corps bien défini, mais 
non un mélange; c’est bien la substance la plus curieuse 
isolée du bacille tuberculeux. 

Nous avons dit qu’elle se séparait d’elle-méme lors de la 
concentration de la solution des substances chloroformiques 
sous forme de rognons qui, isolés & la main, puis lavés a 
léther et dissous dans le chloroforme, donnent par évaporation 
une masse élastique. 

Pour la purifier, on la redissout dans le chloroforme, et 
on ajoute de l’éther. La substance se précipite sous forme de 
masse gélatineuse, mais les matiéres grasses qu’elle renferme 
restent en solution dans |’éther; on sépare sur filtre Buchner, 
on redissout dans le chloroforme et l’on répéte Popération de 
précipitation et de redissolution plusieurs fois. Le produit 
devient finalement blanc, dur, cassant, corné, insoluble dans 
Veau, Valcool, lacétone et |éther. 

Il est trés soluble dans le chloroforme & chaud et donne 


‘ 
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une solution visquease. Si l’on abandonne & lair une solution 
chloroformique diluée dans un petit cristallisoir, on obtient 
par évaporation spontanée une mince pellicule translucide 
analogue & une pellicule de collodion ou mieux d’acétate de 
cellulose. 

Au début, nous avions pensé que ce produit était un 
carbure, mais la combustion a donné : Carbone 55,50 p. 100, 
Hydrogéne 7,15 p. 100, Ozygéene par différence 37,35 p. 100. 

On traite pour le saponifier | gramme de ce produit par la 
soude aqueuse au quart; pendant la saponification on percoit 
une odeur agréable. La solution sodique épuisée a l’éther 
abandonne & ce solvant une petite quantité de matiére odorante 
a odeur de jasmin ou de mimosa. 

La solution sodique décomposée par HCl est reprise par 
l'éther qui est séché sur du sulfate de soude anhydre. Aprés 
évaporation spontanée du solvant il reste un acide cristallisé 
en tables transparentes & odeur butyrique désagréable et 
fondant & 71° aprés purification. 

Cet acide est de l’acide crotonique mélé d’acide isocroto- 
nique qui lui communique cette odeur butyrique intense. 

Cette substance que nous appelons Hyalznol, est-elle voisine 
de ce que Deycke Pascha et Reschad Bey appellent une « Nas- 
line » qu’ils ont trouvée dans le bacille de la lépre? Il faudrait 
pour répondre a celte question reprendre l’analyse de tous ces 
bacilles 4 enveloppe cireuse en opérant sur de grandes quan- 
tités. Pour nous, il n’est pas douteux que nous nous trouvons 
en présence d’un éther de nature toute spéciale et dont l'étude 
serait 4 poursuivre sur de plus grandes quantités de matériaux. 


II. Mérance cireux. — Ce produit d’aspect résineux fond 


mal, il se ramollit vers 75° sans présenter un phénoméne de 
fusion nette. 


Sa composition est complexe. Il renferme du soufre, du 
phosphore, de I’azote, des traces de chaux et de magnésie (1). 


(1) Celui-ci renferme aussi du chlore en forte proportion puisque la sapo- 
nification de 9 grammes de substance a donné 2 gr. 60 de chlorure; mais il 
est probable que ce chlore a ‘été introduit par les traitements prolongés au 
chloroforme. fl faudrait, pour étre bien fixé sur la présence du chlore 


organique dans le corps du bacille tuberculeux, faire une extraction au 
xylol. 
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Le soufre doit faire partie d'une molécule organique, car le 
produit calciné directement ne donne plus la réaction des 
sulfates. D’autre part, pendant la saponification du produit par 
la potasse alcoolique, il se dégage une odeur alliacée trés nette 
déja signalée par d’autres auteurs. 

L’azote, le phosphore font partie d'une molécule de phos- 
phatide. 

On fait bouillir 1 gr. 50 de ce mélange cireux avec 75 cent. 
cubes d’acide sulfurique & 5.p. 100 pendant quelques heures, 
on filtre la solution et on la concentre 4 10 cent. cubes. Il se 
dépose des cristaux blancs de sulfate de chaux. La solution 
précipite par les réactifs de Vaiser et de Bouchardat, et dégage 
des vapeurs d’ammoniaque bleuissant le tournesol aprés addi- 
lion de magnésie. 

La solution donne la réaction des phosphates par le réactif 
molybdique. D’autre part on peut y caractériser la magnésie 
aprés traitement au chlorhydrate d’ammoniaque, ammoniaque 
et carbonate d’ammoniaque. 

La présence de phosphatide dans ce mélange cireux est 
trés naturelle puisque ce produit a été obtenu par traitement a 
lacétone qui précipile les lécithines de la totalité des substances 
lipoides dissoutes par le chloroforme. 

D’ailleurs si l’on traite cette matiére par Valcool, on dissout 
ce phosphatide que le chlorure de cadmium en solution 
alcoolique précipite. 

Il est donc trés naturel de trouver de l’azote, du phosphore, 
de la magnésie et méme de la chaux dans la composition 
totale du produit résineux. 

Il reste & déterminer la nature de la majeure partie de cette 
substance. | 

9 grammes sont dissous dans |’éther, on y ajoute 200 gr. 
d’alcool & 95° contenant 5 grammes de soude caustique (1). On 
chauffe au réfrigérant & reflux pendant 6 heures (c’est au 
cours de ce traitement que l'on percoit lodeur alliacée). La 
solution alcoolique provenant de la saponification se prend en 
une gelée que Von sépare par filtration. Il reste sur le filtre 


(1) Il se forme tout de suite un précipité qui va s'agglomérer dans le fond 
du ballon et qui est en grande partie constitué par du chlorure de sodium. 
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une masse blanche qu’on lave a l’eau et que l’on séche dans le 
vide sulfurique. Le poids de 3 gr. 30 oblenu de ce produit 
montre que sa proportion est fort importante. Son point de 
fusion est 64°: ce serait un alcool correspondant au mykol. 

La solution alcoolique est saturée par le gaz carbonique et 
lalcool évaporé, on reprend par de l’eau, on sépare encore une 
certaine partie de mykol fondant & 64° et une faible quantité 
d'un autre alcool dont le point de fusion est de 100°. 

La solution alcaline est décomposée par un acide, les acides 
gras sont dissous dans l'éther et recristallisés dans l’alcool. 
Leur point de fusion est voisin de 50° et leur poids moléculaire 
de 220. Nousavons cru que cet acide était l’acide myristique 
signalé par des auteurs précédents, qui fond a 53° et dont le 
poids moléculaire est de 208; il n’en est rien. On dissout le 
produit, dans la proportion de 0,80, dans 5 4 7 centimétres 
d’alcool & 95°; on filtre et 6vapore un peu, puis on laisse cris- 
talliser; le produit obtenu fond a 53°. Si on lave les cristaux 
longuement a J’alcool & 95° le produit final ne fond plus qu’a 
57°-58°. Cest un mélange d’acides stéarique et palmitique. 

Le mélange cireux semble done formé d’un peu de 
phosphatide accompagné d’une petite quantité d’un produit 
sulfuré inconnu et d’une cire qui serait constituée par des 
stéarates et palmitates de mykol et d'un autre alcool a point 
de fusion plus élevé. Le mykol semblerait aussi exister & 
l'état libre dans ce mélange cireux. 


III. Cire. — La cire, que lon obient aprés traitement de la 
substance grasse solide par l’acétone et dont le point de fusion 
est 44°, est dissoute dans l’éther et additionnée d’alcool a 95° 
contenant de la soude ou de la potasse. On chauffe au bain- 
marie dans un réfrigérant a reflux pendant six heures. II reste 
dans le fond du ballon une substance insaponifiable. 

La solution aicoolique est saturée par le gaz carbonique, 
évaporée et reprise par l'eau. On sépare ainsi encore une petite 
partie d’alcool insaponifiable non soluble dans l’eau. 

La solution sodique de savon, aprés lavage & V’éther pour 
enlever toute trace de corps non saponifié, est décomposée par 
HCl. 

Liacide gras est repris par l’éther que l’on séche au sulfate 
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de soude et on évapore ensuite. Il reste un acide gras un peu 
jaunatre & odeur agréable (P. F. 38°). On fait cristalliser cet 
acide gras dans l’alcool & 80° et on obtient des cristaux fondant 
a 42°. Cest l'acide laurique. 

Aprés transformation de cet acide en sel ammoniacal, on 
y ajoute de l'acétate de lithine; il se forme un précipité que l’on 
recueille et que l’on séche. 

Ce précipité étant alors dissous dans l’alcool 4 50 p. 100, 
la plus grande partie du sel de lithium se dissout, ce qui 
élimine le myristate en grande partie, le stéarate et le palmi- 
tate. Décomposant alors le sel de lithium par l’acide chlorhy- 
drique, on redissout dans l’éther et on évapore cet éther. On fait 
cristalliser le corps gras dans l’alcool & 80° et on obtient un 
acide fondant a 42°-43°. 

Toutes les substances non saponifiables sont dissoutes dans 
le chloroforme et ce dernier aprés évaporation laisse une sub- 
stance dure, cassante, fondant & 46°. On la redissout dans 
l’éther et on fait une nouvelle saponification en milieu alcooli- 
que pour sassurer que toute la cire a bien été décomposée. On 
obtient cette fois un alcool dont le point de fusion est voisin 
de 60°. Aprés purification son point de fusion s’est élevé a 64°. 
C’est done le corps identique au mykol de Sakae Tamura. 

La cire que nous avons ainsi séparée de la matiére grasse 
serait donc conslituée en grande partie par du laurate de mykol. 


IV. ANALYSE DE LA MATIERE GRASSE. — La solution acétoni- 
que qui a laissé déposer aprés refroidissement |l’abondant 
précipité blanc de substances grasses solides et de cire est 
distillée, puis évaporée finalement au bain-marie, elle donne 
une masse rougeatre de consistance de beurre. 

Cette substance grasse est saponifiée par la potasse en 
solution aqueuse et on dissout le savon dans une assez 
grande quantité d’eau. Cette solution un peu louche est 
épuisée plusieurs fois a |’éther pour enlever les substances non 
saponifiées et l’éther évaporé donne un produit jaunatre de 
consistance de cire et d’odeur agréable. On s’assure que ce 
produit n’est pas une cire non saponifiée par la potasse aqueuse 
en la soumettant cette fois pendant deux heures, au réfrigérant 
a reflux, 8 un nouveau traitement par la potasse alcoolique, d’ou 
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résulte une substance insoluble se déposant au fond du ballon. 
On décante l'alcool, on sature la potasse par un courant de gaz 
carbonique, on distille l’alcool et on reprend par l'eau. Cette 
solution alcaline ainsi obtenue est épuisée a l’éther et donne 
apres éyaporation un produit liquide jaune, d’odeur suave rap- 
pelant celle du jasmin ou du mimosa. La solution alealine, qui 
devrait renfermer les sels d’acides gras, est alors décomposée 
par l'acide chlorhydrique. Un nouveau traitement a l’éther 
nenléve que des traces d’acides gras. 

Ainsi done cette saponification alcoolique montre que le 
produit non saponifié dans la premiére opération n’est pas une 
cire, mais un alcool. Ce dernier, pratiquement insoluble dans 
alcool éthylique, reste concrété dans le fond du ballon; aprés 
quelques lavages al’eau on le dissout dans l’éther et om obtient 
un corps dont le point de fusion est voisin de 46°. C'est du 
mykol impur qui, purifié, donnera le mykol. 

La saponification de la matiére grasse laisse donc deux sub- 
stances insaponifiables : 1° une substance odorante en faible 
quantité; 2° un alcool solide en proportion plus élevée. 

La solution aqueuse de savon est alors traitée par l’acétate de 
plomb. Le précipité plombique est recueilli, lavé par malaxage 
et séché dans le vide. Un le traite alors par l’éther, on filtre et 
on lave le résidu de savon plombique insoluble jusqu’a obten- 
tion d'une solution éthérée incolore. 

On obtient ainsi des savons de plomb solubles et des savons 
de plomb insolubles qu’il faut étudier séparément. 

Savons de plomb solubles. — La solution éthérée de ce 
savon est traitée par l'acide chlorhydrique, il se forme un dépot 
de chlorurede plomb et on sépare l’éther de lasolution aqueuse. 

Cet éther évaporé donne un acide gras liquide dont Vindice 
diode est de 41. Gest done un mélange d’acides gras non satu- 
rés et dacide gras saturés 4 poids moléculaire peu élevé, car si 
le traitement a I’éther peut entrainer un peu d’acide palmitique, 
il ne peut le faire dans une proportion telle que l’indice d’iode 
de lacide oléique supposé dans le mélange soit diminué de 
moitié. 

On dissout ces acides gras dans la potasse, on les lave et on 
les oxyde par leur poids de permanganate de potasse. On filtre 
la solution chaude, on décompose par l’acide chlorhydrique 
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et on recueille les acides gras sur un filtre. On seche, on 
reprend par |’éthe-; une partie reste insoluble dans l’éther 
(P.F. 120°). Aprés deux cristallisations on obtient de l’acide 
dioxystéarique & point de fusion 134°. 

La partie des acides gras solubles dans |'éther aprés l’oxyda- 
tion est importante; aprés évaporation de |’éther, elle se pré- 
sente sous forme d’une masse butyreuse molle fondant & tres 
basse température, a odeur d’acides caproique et butyrique. 

Sur cette masse, on refait le traitement initial au plomb. 

Ces acides gras sont donc dissous dans une solution faible de 
potasse et additionnés d'un exces d’acétate de plomb. La plus 
grande partie du savon plombique se dissout dans |’éther, mais 
une trés faible partie reste cependant 4 | état insoluble et aprés 
traitement convenable est reconnue comme étant un mélange 
dacides gras solides saturés (mélange d’acides palmitique et 
stéarique). La solution éthérée de sels de plomb est décomposée 
par lacide chlorhydrique. La solution éthérée lavée, séchée, 
donne cette fois des acides gras liquides laissant & la longue 
déposer une légére quantité de substance solide. On traite ces 
acides avec de l'eau de baryte et la combinaison obtenue est 
lavée a de nombreuses reprises par l’eau bouillante; on enléve 
ainsi le butyrate et le caproate de baryte qu'on sépare de la 
maniére suivante : la solution aqueuse est évaporée, a sec, 
reprise par l'alcool et filtrée; l’alcool étant évaporé, on reprend 
le résidu par 5 ou 6 fois son poids d’eau, on filtre et on évapore. 
Il se dépose tout d’abord des cristaux aiguillés de caproate, 
' puis des lamelles de butyrate. 

Une bonne partie du sel de baryum est insoluble dans l'eau 
bouillante, nous n’avons pu y caractériser d'une facon certaine 
les acides caproique et caprylique. Il semble qu'une bonne 
partie de ce précipité insoluble soit constituée par un sel de 
baryum autre que le caproate et le caprylate de baryte. 

Ainsi donc les acides gras du bacille tuberculeux dont les 
sels de plomb sont solubles dans |’éther sont : acide oléique, 
acide butyrique, acide caproique et un autre acide que nous 
n’avons pu identifier. 

Savons de plomb insolubles. — Les savons de plomb inso- 
lubles sont décomposés & chaud par l’acide chlorhydrique 
au 1/410. On les redissout ensuite dans l’éther, on lave cette © 
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solution éthérée et on la séche ensuite sur du sulfate de soude 
avant de l'évaporer, ce qui donne ainsi les acides gras saturés. 
On en relire 12 grammes que l’on met en contact pendant 
vingt-quatre heures avec 500 centimétres cubes d’alcool a 95°. 
[| reste un résidu que l’on layea l’alcool 4 plusieurs reprises et 
qu'on redissout alors dans une faible partie d’acétone bouil- 
lant. 

On obtient de cetle maniére un acide gras qui, aprés une 
seconde cristallisation, fond & 77°-78°; repris encore plusieurs 
fois, iln’a jamais donné de corps fondant plus haut, c’est done 
acide arachidique. 

L’isolement de l’acide stéarique est plus difficile et nous ne 
sommes pas arrivé a ]’oblenir a |’état pur, mais sa présence dans 
la matiére grasse du bacille tuberculeux ne fait aucun doute. 
La solution alcoolique d’ou l’on a séparé l’acide arachidique 
ayant été mise vingt-quatre heures dans la glace, ils’est séparé 
un dépot cristallin d’acide gras dont le point de fusion est 55°; 
or 0 gr. 328 de ce corps demandent 11 c. c. 9 de soude normale 
pour étre saturés, le chiffre théorique répondant a l’acide stéa- 
rique serait de 11,6. Le poids moléculaire de ce produit est 
de 275,6 (lacide stéarique fond a 71°, son poids moléculaire est 
de 284). Apres deux cristallisations dans l’alcool, on a oblenu 
un corps fondant a 69°. 

Nous nous trouvons trés vraisemblablement en présence 
dacide stéarique mélangé d’un peu d’acide palmitique. 

La solution alcoolique des acides gras remise a la glace ne 
donne plus de dépdt, on la concentre au tiers et il se sépare 
des cristaux fondant 4 53°, dont le poids moléculaire est de 
267,2. C’est donc un mélange d’acides palmitique et stéarique, 
car, si l'on consulte les tableaux de Hehner et de Mitchel, on 
voit qu’un mélange de 70 d’acide palmitique et de 30 d’acide 
stéarique aurait un point de fusion de 54° et le poids molé- 
culaire de ce mélange serait de 264,40. Un poids moléculaire 
de 267,2 que nous avons oblenu correspondrait & un mélange 
de 60 d'acide palmitique et 40 d’acide stéarique dont le point de 
fusion serait de 55°5. 

La solution alcoolique dou l'on sépare ce mélange est com- 
pletement évaporée et le résidu repris par une quantité d’acé- 
tone assez forte. Il se forme par refroidissement des cristaux en 
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masses mamelonnées, isolées, que l’on sépare mécaniquement 
et qui fondent a 61°; ils sont constitués par de Vacide pal- 
milique. 

La matiére grasse est donc constituée par des acides gras 
libres et en particulier par de l’agide oléique, des glycérides des 
acides butyrigue, caproique, oléique, palmitique, stéarique et 
arachidique. 

Elle renferme en outre une petite quantité de cire et de 
hyalinol ainsi que Vindique l’extraction de mykol et de matiére 
odorante a odeur de jasmin. 

L’acide gras & sel de plomb soluble dansl’éther, qui accom- 
pagne l’acide oléique et abaisse son indice diode, est vraisem- 
blablement un mélange d’acides crotonique et isocrotonique 
provenant de la saponification du hyalinol existant dans la 
graisse. 


V. SUBSTANCE OBTENUE PAR LE TRAITEMENT A L’ALCOOL. — Nous 
avons vu que, lors du traitement a l’alcool bouillant des bacilles 
épuisés au préalable au chloroforme, il s’était déposé une sub- 
stance blanche peu soluble dans l’alcool, Vacétone, soluble 
dans le chloroforme et l’éther. Elle avait échappé au traitement 
chloroformique et c’est ce qui nous a permis de l’isoler. 

On y caractérise Ph, Az et Mg, mais cela tient & ce qu'elle 
renferme un peu de phosphatide. Des traitements & l’alcool 
bouillant permettent d’enlever ce composé phosphoré. 

Le résidu insoluble dans l’alcool est dissous dans le chloro- 
forme et la solution chloroformique est lavée 4 eau. Aprés 
évaporation spontanée elle donne un corps d’apparence cireuse 
translucide, fondant 4 300°; mais mis sur le bloc Maquenne, il 
s’altére vers 225° et fond alors avant 300°. 

La petite quantité que nous avons obtenue de ce corps n’a 
pas permis d’en faire une étude plus approfondie. 

RECHERCHE DE LA CHOLESTERINE. — La présence de la cholesté- 
rine a été tour 4 tour confirmée ou contestée par différents 
auteurs. 

Nous avons essayé en vain d’extraire cette substance dans les 
substances lipoides du bacille tuberculeux. 

Toutefois nous devons dire qu’une solution chloroformique 
d’une faible parcelle de ces substances donne avec l’acide sul- 


35 
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furique concentré une réaction rappelant celle de la cholesté- 
rine. Aprés quelques heures l’acide sulfurique est coloré en 
jaune et le chloroforme surnageant a une teinte faible lilas- 
violet analogue & celle que donne la cholestérine animale. 

Si l’on fait la réaction avec les différents produits séparés du 
bacille en constate que le hyalinol et le produit fondant & 300° 
ne donnent pas cette réaction. Le mykol donne une faible colo- 
ration apres yingt-quatre heures. La cire et surtout le mélange 
cireux donnent une réaction assez forte, mais lente a se 
produire, et qui semblerait indiquer la présence d'un peu de 
cholestérine & coté du mykol. Cependant nous devons dire que 
nous n’avons pu isoler cette cholestérine & l'état libre. 


Vl. SopsTANCES SOLUBLES DANS I’FAU ET PRECIPITABLES PAR 
LALcooL. — La macération aqueuse des bacilles épuisés par le 
chloroforme donne un liquide de couleur jaune d’or a reflets 
verts dichroiques. Cette solution traitée comme ila été indiqué 
précédemment par un grand excés d’alcool donne un précipité 
que nous appelerons fuberculine brute. 

Cette substance est une nucléo-albumine qui donne la réac- 
tion de l’azote aprés destruction par lesodium; calcinéeavecdu 
nitrate de soude et du carbonate de soude et redissoute dansde 
Vacide azotique dilué, on y caractérise facilement Jes phos- 
phates. 

Le dosage du phosphore donne 2,165 de P?0* ou 1,207 de 
Ph p. 100. 

Cette substance n’est plus totalement soluble dans l'eau, 
2 grammes laissant un résidu de 0 gr. 30. 

Lorsqu’on la fait bouillir avec de lacide chlorhydrique et de 
la phloroglucine, il se produit une coloration rouge intense, 
puis un précipité, par refroidissement lent, indice dela présence 
d'un hexose dans la molécule. 

La solution précipite par l’acide phosphotunstique a 5 p. 100; 
mais l’acide silicotungstique &5 p. 100, le réactif de Valser ne 
la précipitent que si on ajoute une trace d'acidechlorhydrique. 
Le précipité prend au bout d'une demi-heure une belle teinte 
lilas-violet. 

Le réactif de Tanret donne un précipité immédiat et au bout 
d'une demi-heure ce dernier prend une belle coloration vio- 
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lette. Le réaclif de Bouchardat ne la précipite qu'aprés addition 
d'acide chlorhydrique. 

L’acide picrique, le réactif de Courtonne, le réactif de Patein 
la précipitent immédiatement. L’acide chlorhydrique au 4/10, 
Yacide azolique au 1/10, Vacide trichloracétique précipitent 
égalementla solution. 

Liacide citrique (100 grammes pour 75 grammes d'eau) pro- 
duit un louche a la zone de séparation du liquide acide et de la 
solution. Ce louche gagne peu & peu toute la partie supérieure 
du liquide albuminoidique, mais disparait si on agite et le 
trouble ne réapparaitplus si on ajouteunexcés d’acide citrique. 

L’acide lactique se comporte de méme. 

L’acide acétique au 1/10 ne donne pas de précipité; si l'on 
fait une solution de cet acide au 1/200 et que lon verse une 
dizaine de gouttes a la surface de cet acide ily a un anneau a la 
surface de séparalion qui disparait par agitation. 

La réaction du biuret est négative. 

La réaction de Millon est positive: 20 gouttes de solution 
additionnées de 5 a 6 goutles de réactif de Millon donnent une 
coloration rose et un précipité de couleur chair. 

Cette substance semble jouir des propriétés de la tuberculine 
et a servi aux expériences suivantes. On la dissout dans l'eau 
et on sépare le dépot insoluble par centrifugation. 

Le 28 ayril 1918 on injecte 4 cobayes avec du bacille(souche 
Vallée). 


28 avril 25 mai 
— Température 
Oe is 3 AD 350 (Mort) 
ING22 eee 510 37° On injecte 2.¢.c., soit 0,025 du produit 
non chauffé. Meurt en 3 heures. 
No 3 630 600 3702 On injecte 2 c.c., soit 0,025 du produit 


chauffé 10 minutes a 100°. La tem- 
pérature monte a 36°6. IL meurt au 
bout de 8 heures. 

ING. «6590 480 3702 On injecte le dépot; lanimal résiste, 
mais la température monte a4 39° (4). 


(4) Dans nos premiers essais, une méme quanlité de cette substance 
injectée 4 un cobaye avail fait monter la température de 38°5 a 40°; l'expé- 
rience de controle faite par M. Caron, du Service de la tuberculose de l'Institut 
Pasteur, avait donné 38% et 39°7. L’injection des corps bacillaires dégraissés 
et lavés n’'avail provoqué qu’une légére élévation de température; il en était 
de méme des produits contenant les acides aminés. 
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on 


VIL. SupsTANCES SOLUBLES DANS L’EAU ET NON PRECIPITABLES PAR 
L’atcoot. — La solution alcoolique d’ot lon a précipité la 
soi-disant tuberculine est distillée puisévaporée au bain-marie ; 
il reste un résidu important a odeur de peptone. Cet extrait 
est surtout constitué par des produits de transformation des 
matiéres albuminoides. 

Nous n’en avons pas encore fait l'étude systématique qui 
nous paraissait moins importante que la précédente. On y 
caractérise toutefois aisément la tyrosine avec la tyrosinase, 
et on en isole facilement la leucine. 

On n'y a pu caractériser le tryptophane avec l'eau de brome, 
mais il est probable que l’on y trouverait un grand nombre 
des amino-acides que l’on rencontre dans la digestion. 


CONCLUSION. 


En résumélessubstances lipoides du bacille tuberculeux com- 
prennent : 

1° Une substance nouvelle, ayant la constitution d'un éther 
de nature particuliére, qui est soluble dans le chloroforme et 
insoluble dans l’éther ordinaire et se dédouble en donnant de 
lacide crotonique mélé d'un peu d’acide isocrotonique et une 
essence & odeur agréable de mimosa. Nous lavons appelé 
hyalinol pour rappeler une de ses propriétés physiques. 

2°Un mélange cireux d’aspect résinoide contenant différents 
composés et en particulier un phosphatide. 

La saponification de ce mélange nous donne : a) Deux alcools 
a poids moléculaire élevé, dont le mykol fondant a 65° et un 
autre alcood a point de fusion de 100°, obtenu en trop petite 
quantité pour étre étudié; 6) Un mélange d’acides palmitique 
et stéarique. Cette cire serait donc constituée par des éthers de 
ces acides et des deux alcools précédents. 

3° Une czre dont la saponification nous a surtout donné de 
Pacide laurique et du mykol. Ce serait done en grande partie 
du laurate de mykol. 

4° Une substance fondant a 300° obtenue en trop petite 
quantité pour étre étudiée ou classée. 

5° Une matiére grasse contenant encore un peu dessubstances 
préeédentes et constituée par des glycérides de lacide oléique, 
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palmitique, stéarique, arachidique ; on y trouve aussi en faible 
quantité des acides caproique et butyrique. Nous n’avons pu 
caractériser les acides myristique et isocétique (2) signalés par 
de précédents auteurs. 

Parmi les substances non lipoides : 

6° Une substance soluble dans l'eau et précipitée par l’alcool 
qui est une nuc/éoalbumine, elle donne des réactions analogues 
a la tuberculine, mais toutefois moins accentuées. 

7° Des substances solubles dans l’eau ef non précipitées par 
alcool qui sont surtout formées par des amino-acides prove- 
nant de la digestion des matiéres albuminoides par le bacille. 


DEUXIEME PARTIE 


COMPOSITION MINERALE DU BACILLE TUBERCULEUX 


par A. GORIS et A. LIOT. 


HISTORIQUE 


Dans les chapitres précédents l’analyse du bacille tubercu- 
leux a été exposée au point de vue de sa constitution orga- 
nique; l'étude des cendres trouve naturellement sa place & 
leur suite. 

Les travaux publiés sur ce sujet sont peu nombreux et, 
hormis en 1898, un mémoire de De Schweinitz et Dorset (1), 
il n’apparait pas que les auteurs aient méthodiquement pour- 
suivi leurs recherches dans ce but. 

Les proportions de cendres trouvées par les différents savants 
sont toutes comparables. 

Hammerschlag, cité par Kresling (2), a donné les chiffres 
suivants : 


Pour 28',414 de bacilles = 087,063, soit 2,61 p. 100 
— 267,944 — = 027,080 — 2,72 — 
— 18r,993 — = 08,046 — 2,31 — 


Kresling, analysant les masses bactériennes en vue d'étudier 


(1) De Scuwesni1z et Dorset, The mineral constituents of the tubercle bacilli. 
Journ. Amer. chem. Soc., 20, 618-620, 1898; Centralbl. f. Bakt. (1), 28, 993-995, 1898 


(2) Krestine. Loc. cit. 
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surtout les substances grasses, trouva comme pourcentage de 
cendres : 2,55; tous ces chiffres correspondent & ceux donnés 
par De Schweinitz et Dorset. 

Avant ces derniers, il n’existait aucune analyse quantitative ; 
les auteurs précédents avaient tout simplement signalé la 
richesse en phosphore des cendres. 

De Schweinilz et Dorset, dans un travail publié en 1895, ont 
donné les déterminations du carbone, de l’hydrogéne, de l’azote, 
du phosphore, du soufre et des cendres, calculées d’aprés le 
poids de substances séchées & 100°. Ces recherches avaient 
pour but d’établir la différence de composition existant entre 
les cultures provenant de bouillon de beeuf et celles obtenues 
sur milieux artificiels. 

Le poids de cendres trouvé varie selon le milieu : les pour- 
centages extrémes sont les suivants : 4 grammes dans le pre- 
mier cas et 2 grammes dans le second. 

Dans une étude postérieure, ils cherchérent & établir la 
constitution du bacille en vue de lui fournir les éléments les 
plus favorables a son développement. L’analyse des cendres 
pratiquée sur | gr. 45, en suivant les méthodes prescrites pour 
les cendres de plantes, leur fournit les résultats suivants : 


Na?0. 13,62 p. 100 
KO Sate ete. oe 6,35 — 
CaO. RR, Bee $k 12,64 — 
MeOn: nw! Syl 41,55 — 
Carbone et silice 0,57 — 
DEOSR eet crea cet oa 5523 


Un essai qualitatif préalable leur avait permis de conclure & 
absence de sulfate, de chlorure et de carbonate. 

Poursuivant leurs recherches sur la composition chimique 
des cendres des différentes variétés de bacilles tuberculeux, ils 
mirent en évidence leur richesse en phosphates dont la teneur 
s'élevait a 55 p. 100. 

Au cours de ses analyses du bacille tuberculeux, Baudran 
constate que la membrane de ce microbe est de nature cellulo- 
sique et imprégnée de silice et de calcium. Le premier il signala 
la présence de fer, 0,006 & 0,008 p. 100, et des traces de man- 
ganese. 
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RECHERCHES PERSONNELLES 


Pour les recherches que nous avons entreprises dans le but 
d’établir aussi exactement que possible cette constitution, nous 
avons adopté les méthodes que l’on suit habituellement pour 
Yanalyse des cendres des végétaux. Elles comportent donc une 
analyse qualitative et une analyse quantitative; les masses 
bactériennes utilisées avaient la méme origine que celles qui 
ont servi pour Videntification des substances organiques 
(mélange de bacille humain et de bacille bovin). 


ANALYSE QUALITATIVE. — 20 grammes d’éléments microbiens, 
préalablement séchés a 37°, sont placés dans un creuset de 
porcelaine et incinérés & basse température. Au début de 
Yopération la masse brunit considérablement, puis exhale une 
odeur acre, trés nette, de corne brilée. Finalement il reste une 
masse charbonneuse légére et friable et qui, pour étre comple- 
tement réduite en cendres blanches, nécessite une calcination 
prolongée. Aprés refroidissement, les cendres sont épuisées 
avec de l’eau légérement acidulée par lacide azotique. Une 
partie est soluble dans ce liquide, l’autre est insoluble. 

A. Dans la partie soluble nous avons caractérisé les éléments 


suivants : 
Calcium, 
Magnésium, 
Potassium, 
Sodium, 
Fer 
Manganése 
Zinc. 


a l'état de traces, 


ainsi que les acides sulfurique et phosphorique. 

La présence du zinc dans les corps bactériens ne peut étre 
affirmée; cet élément pourrait avoir é6lé introduit par les eaux 
lors du lavage des bacilles. 

B. Dans la partie insoluble nous avons caractérisé le calcium 
et lacide sulfurique. 


ANALYSE QUANTITATIVE. — 1° Délermination de la proportion 
de cendres. — Une prise d’essai de 33 gr. 12 de masse micro- 
bienne, placée dans un creuset de porcelaine, a été calcinée & 


536 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


basse température et a fourni un poids de cendres de 0 gr. 840 
correspondant a une teneur de 2,50 p. 100. 

2° Détermination pondérale des éléments caractérisés. — 
Les 0 gr. 840 obtenus précédemment sont repris avec 50 centi- 
metres cubes d’eau légérement acidulée par l’acide azolique. On 
sépare le soluté obtenu de la partie non dissoute, on seche cette 
derniére et on la pése : par différence, on connait la propor- 
tion soluble, soit 0 gr. 570. 

Les éléments dosables sont le calcium, le magnésium, le 
potassium, le sodium, l’acide phosphorique et l’acide sulfu- 
rique. Le fer, le zinc et le manganése existant seulement a 
l'état de traces faibles n’ont pu faire Vobjet de dosages. Les 
résultats des diverses opérations sont consignées dans le tableau 
ci-dessous. 


A. Cendres insolubles. 08",270 constitués par du sulfate de chaux. 


SOfH2 tho77) ieee Os,1905, soit 70,5 p. 100. 
GEeee ents ome oe 08T,0795, soit 29,4 p. 100. 
B. Cendres solubles. . 08°,570 constitués par : 

P?O* 08", 365, soit 54 0/0 de cendres solubles et 43,4 0/0 de la masse totale 
Na 0gr,098, soit 17 a 11,6 — 

K 0s", 065, soit 11,4 = Wa es 

Mg 0st, 048, soit 8,4 — Del — 

Ca de", 002, soit 0,03 — 9,70 _ 
SO'H? 0gr,001, soit 0,03 ae 22,80 = 


Total 08,579 


ANALYSE DES CENDRES DE LA GRAISSE EXTRAITE DES BACILLES. — 
Indépendamment des dosages effectués sur la masse des corps 
bacillaires, il nous a para intéressant de connaitre la quantité 
de phosphate contenue dans la matiére grasse isolée du bacille. 

Une prise d’essai de 5 gr. 40 soumise a la calcination a 
fourni 0 gr. 063 de cendres, soit 1,166 p. 100 de la matiére 
grasse. 

Ces cendres sont dissoutes dans l’eau nitrique et on y dose 
les phosphates par la méthode courante. On ohtient ainsi un 
poids de 0 gr. 0425 de pyrophosphate correspondant & 0 gr. 027 
de P20 et & 0 gr. 0118 de phosphore. 

Comme les lécithines renferment en général 4 p. 100 de 
phosphore, ce poids de 0 gr. 0118 de phosphore correspondrait 
a environ 5 p. 100 de lécithine dans la graisse. 
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CoNncLusION. 


En résumé le bacille tuberculeux renferme enyiron 2,5 p. 100 
de cendres dont les phosphates forment la majeure partie, puis 
viennent ensuite les se/fates. Les bases par ordre décroissant 
sont : le sodiwm, le potassium, le calcium et le magnésium. 

On y décéle des traces de fer, de manganése et de zinc; la 
présence de ce dernier pourrait, toutefois, étre accidentelle. 


TROISIEME PARTIE 


ETUDE DE L’ACIDO-RESISTANCE 


par A: GORTS ‘et A. LIOT. 


HISTORIQUE 


Le pouvoir particulier du bacille tuberculeux de résister aux 
acides aprés imprégnation par les couleurs d’aniline fut mis en 
évidence par Ehrlich en 1882, peu de temps aprés la découverte 
de Koch. 

Dans la suile, on constata qu’une série de bacilles voisins 
présentait le méme caractére considéré Jusque-la comme spéci- 
fique du bacille tuberculeux. 

Comment expliquer cette particularité ? Par quel mécanisme 
s’effectue-t-elle? A quel corps attribuer cette propriété ? 

Les explications tentées ont donné lieu aux hypothéses les 
plus variées et semblent plutot apporter les résultats de tra- 
vaux de tatonnement que ceux des recherches méthodiquement 
conduites. 

Ehrlich [1882] (1) lattribue & Pimperméabilité de la mem- 
brane, mais Ziehl réduit a néant cette théorie en établissant 
la pénétration des bacilles par l’acide azotique. 

Bienstock [1886] (2) et Spina [1887] (3), en cultivant sur milieu 


(1) Esrurcn, Farbung der Tuberkelbazillen. Deutsche med. Woch., 1882. 

(2) Burnstock, Zur Frage der sogenannten Syphilisbazillen und der Tuber- 
kelbazillen. Fortsch. d. Med., 194, 1886. 

(3) Spina, Untersuchungen iiber die Entfirbbarkeit der mit Anilinfarben 
tingierten Bakterien. Allgem. Wien. med. Zeitsch., 1887. 
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riche en graisse des bacilles non acido-résistants et qui le 
deviennent dans ces conditions de développement, attribuent 
cette propriété aux matiéres grasses. 

Unna {1888} (1) admet la formation d’une combinaison inso- 
luble entre la substance bacillaire et la matiére colorante. 

Pour Hammerschlag [1891] (2) Vacido-résistance serait sous 
la dépendance d'un double substratum albumino-cellulosique 
inclus dans le bacille. 

Klebs [1896] (3) conclut que seule la graisse relirée des 
bacilles posséde l’acido-résistance; les bacilles épuisés ne la 
possédant plus. 

Koch, la méme année, fait une constatation analogue sur des 
corps bacillaires aprés dissolution des graisses dans la lessive 
chaude. 

Aronson [1898] (4) isole du bacille une cire qui pour lui 
serait un produit de sécrélion exsudant & la surface du bacille 
et, comme Klebs, il attribue & cette substance les propriétés 
spéciales d’affinité pour les matiéres colorantes. 

Le bacille ayant subi plusieurs traitemenls a l’éther présen- 
terait encore la réaction de coloration, ilen serait de méme 
apres plusieurs extractions 4 Valcool-éther chaud, mais l’addi- 
tion d’une faible quantilé d’acide au mélange éthéro-alcoo- 
lique entrainerail, a |’ ébullition, la disparition de l’acido-résis- 
tance. 

Klein [1900] (5) explique le peu d’aptitude des jeunes colonies, 
a Vinyerse des vieilles, pour l’acido-résistance, par l’absence, 
dans les premiéres, de substances qui n’apparaitraient que 
plus tard, dans leur protoplasme. . 

Helbing {1900) (6) attribue lacido-résistance a la présence de 
chitine, hypothése quil n’a pas dailleurs contrélée par l’expé- 


(1) Unna, Der Fettghalt der Lepraund Tuberkelbazillen. Deutsche med. Zeitsch., 
1037, 1896. 


(2) Hawmerscanac. Loc, cit. 

(8) Kress, Ueber heilende und immunisierende Substanzen aus Tuberkel- 
bazillenkulturen. Centralbl. f. Bakt (I), 20, 499, 1896. 

(4) Aronson, Zur Biologie der Tuberkelbazillen. Berl. klin. Woch., n° 22, 1898. 

(5) Kcsin, Zur Kenntnis der Verbreitung der Bacillus tudercu osis und 
Pseudo-tuberculosis in der Milch, sowie der Biologie des Bacillus tubercu- 
losis. Centralbl. f. Bake. (1), 38, 111-114, 1900. 

(6) Hevrinc, Erklarungsversuch tiber die spezifische Farbbarkeit der Tuber- 
kelbazillen. Deutsche med. Woch., 1900, Vereinsbeitage, 133. 
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rience. I] base sa conclusion sur l'analogie de coloration existant 
entre les mufs de tenia dont l’enveloppe est chitineuse et le 
bacille de Koch qu’il suppose contenir la méme substance. 

Ruppel [1900] (1), cohstatant que l’acido-résistance persiste 
sur le résidu des bacilles tuberculeux trailés par tous les agents 
de dissolution, admet également la présence d’une matiére albu- 
minoide voisine de la chitine, et fait remarquer que cette 
substance a été retrouvée chez d’autres végétaux, en particulier 
les champignons. 

Marmoreck [1901] (2), dans ses essais de coloration des 
bacilles jeunes par les couleurs d’aniline, remarque qwils ne 
sont pas encore acido-résistants et conclut & l’absence, chez des 
jeunes sujets, d’une capsule ciro-graisseuse protectrice du pro- 
toplasme. 

Certains bacilles vieux ne possédent plus la propriété acido- 
résistante. Marmoreck explique ce fait en admettant qu’ils ont 
perdu le pouvoir de former de la cire. 

Ramond et Ravaut [1900] (3) citent les expériences de Borrel 
qui réussit & maintenir virulentes des cultures qu’un long 
séjour dans le xyloi avait privé de leur acido-résistance. 

Ferran (4), par modification des milieux de culture (suppres- 
sion de glycérine), ou par passage sur des milieux différents, 
obtient des bacilles qui ne sont plus acido-résislants. 

Fischer[ 1899] (5) et Pappenheim [1901] (6) admettent que cette 
coloration est un phénoméne physique et considérent que la 
coloration du bacille est en rapport avec le pouvoir d’absorp- 
tion du protoplasme cellulaire. 

Grimme (7), qui fit une revue détaillée des opinions sur l’acido- 


(1) Rupprx, Zur Chemie der Tuberkelbazillen. Zeitsch. f. physiol. Chem., 36, 
218, 1898-1899. 

(2) Marmoreck, Beitrag zur Kenntnis der Kultur und lFarbung der Tuber- 
kelbazillen. Zeitsch. fiir Tuberkul. und Heilstdtlenwesen, 41, 144. 

(3) Ramonr et Ravaur, Les bacilles pseudo-tuberculeux. Progr. méd., 49, 
429, 1900. 

(4) Ferran, Nouvelle découverte sur le bacille de la tuberculose etla solu- 
tion expérimentale du probléme de la prophylaxie et de la guérison de cette 
maladie, C. R., 126, 1555, 1898. 

(*) Fiscugr, Farbung, Fixierung und Bau des Protoplasmas, 114, 1899. 

(6) Pareenneim, Grundriss der Farbchemie. Berlin, 1904. 

(7) A. Griuur, Die wichligsten Methoden der Bakterienfarbung in ihrer Wir- 
kung auf die Membran, den Protoplasten und die Einschliisse der Bakterien- 
zelle. Centralbl. f. Baké. (1), 32, 161-180, 320-327, 1902. 
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résistance [1902], conclut que, dans le bacille de Timothée 
et par suile dans le bacille de Koch, cette propriété serait due 
a une substance particuliére sise dans le cytoplasme du micro- 
organisme ; cette substance ne serait pas une graisse, car elle 
se dissout dans l’acide chlorhydrique. D’ailleurs la graisse du 
bacille ne serait pas acido-résistante et se décolorerait plus 
facilement par l’alcool que la substance en question ; d’autre 
part, ce ne serait pas une matiére albuminoide, car elle n'est 
pas dissociée par les agents habituels des fermentations. Enfin 
son indifférence vis-a-vis des ferments et sa sensibilité a l’égard 
de l’acide chlorhydrique détruisent ’hypothése d’une constitu- 
lion physique spéciale du protoplasme. 

Cette substance, qui aurail la propriété de se dissoudre 
dans l’alcool 4 80°, l’éther, te xylol, acide chlorhydrique 4 
0 gr. 50 pour 100, devait pouvoir facilement s’extraire des 
bacilles. Elle est détruite par l'eau de Javel. Elle se combine 
a la fuchsine pour former un corps inattaquable aux acides. 

W. Bulloch et Macleod [1904] (1) constatent qu’un contact 
de plusieurs jours dans l’alcool méthylique ne peut complete- 
ment dépouiller la substance bacillaire de sa propriété acido- 
résistante. 

Cet extrait alcoolique bacillaire, filtré & chaud et abandonné 
au refroidissement, laisse déposer un précipité blanchatre, qui 
par saponificalion donne un alcool auquel les auteurs attribuent 
les propriétés acido-résistantes du bacille de Koch. 

Au cours de leurs recherches sur la maladie expérimentale 
provoquée par l’inoculation de bacilles tuberculeux dégraissés, 
Babes et Cantacuzene (2), ayant épuisé successivement par 
Valcool méthylique et l’éther de pétrole des bacilles tués, con- 
statent qu’au bout de trente-six & quarante-huit heures les corps 
microbiens ont perdu leur acido-résistance. 

L’action dissolvante de l’éther de pétrole sera encore con- 
firmée par Vallée (3) qui signale que les bacilles traités par ce 
solvant ont perdu leur acido-résistance. 


(1) W. Burioca et Macreop. Loc. cit. 

(2) Basés et Cantacuzine, Recherches sur la maladie expérimentale provo- 
quée par Vinoculation de bacilles tuberculeux dégraissés. Ces Annales, 19, 
6995 905). 

(3) Vatiée, Bacilles tuberculeux dégraissés. C. R. Soc. Biol., 60, 1020, 1906. 


Dennen eee ee 
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Ciaccio (1), s’appuyant sur les expériences de Camus et 
Pagniez, reconnait avec ceux-ci les propriétés acido-résistantes 
des acides gras, mais ne croit pas cependant que le bacille de 
Koch doive son acido-résistance aux acides gras, puisqu'il ne 
se colore pas comme ceux-ci par les couleurs d’aniline et que, 
dégraissé, il garde encore son acido-résistance. 

Dorset et Emery [1906] (2) rapportent & un alcool isolé de 
Vextrait éthéré saponifié les propriétés de coloration du bacille. 

Deycke Pascha et Reschad Bey {1907] (3), étudiant le bacille 
de la lépre, en isolent une substance soi-disant cireuse, la 
« nastine ». Mais ce composé ne se colorererail par le Zieh] 
quen présence d’une trace d’acides gras. Ces auteurs n’auraient 
pas retrouvé d'une facon certaine cette nastine dans le bacille 
tuberculeux. 

Auclair et Paris [1907] (4), critiquant les essais de Vallée ct 
Babés, admettent que l'acido-résistance est due a la totalité des 
parties constituantes des bacilles. A l’appui de leur hypothése, 
ils signalent que des bacilles dégraissés pendant 4 mois et ne 
contenant plus de substance adipo-cireuse conservent leurs 
propriétés acido- et alcoolo-résistantes. 

Behring avait indiqué également que les bacilles tubercu- 
leux dégraissés résistent @ la décoloration par les acides. 

Strauss constate que des bacilles conservent leur forme 
aprés action de |’éther, de l’alcool et de la potasse. Mais aprés 
action de celle-ci, ils perdent leur colorabilité par la méthode 
d’Ehrlich; ils continuent 4 se colorer par la solution anilinée de 
violet de gentiane, par la fuchsine de Ziehl, mais cette colora- 
tion ne résiste pas 4 l’action des acides. 

D’aprés Auclair et Paris l’acido-résistance ne serait pas 
imputable uniquement aux matiéres adipo-cireuses. Toutes 
les parties constitutives du bacille présenteraient individuelle- 
ment la réaction d’Ehrlich. L’acido-résistance parait liée & la 
constitution chimique et a l’état de condensation physique des 
composants du bacille tuberculeux. 


(1) Craccto, De l’acido-résistance au bacille de Koch. C. R. Soc. Biol., 60, 
385, 1906. aie 

(2) Dorser et Emery. Loc. cit. 
(3) Deycxke Pascua et Rescuap Bey. Loc cil. 
(4) Auctarr et Paris. Loc cit., 49, 137; 1907. 
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Pour Gasis [1909] (1) l'acido-résistance ne serait pas due a la 
présence de matidres grasses ni 4 & une substance analogue a 
la chitine, ni A un état physique des corps bactériens, mais a 
un corps de nature albuminoide. L’auteur a comparé l’affinité 
linctoriale des granulations éosinophiles des leucocytes a celle 
des bacilles et il conclut de ce fait & une constitution chimique 
analogue. Les granulations éosinophiles étant de nature nucléi- 
nique, l’acido-résistance serait due 4 des substances analogues. 
présumées dans le bacille. 

Fontés (1909) (2) isola du bacille tuberculeux une cire se 
colorant par le Ziehl et possédant les propriétés acido-résistantes. 

Enfin Sakae Tamura (1913) (3) établit que le mykol est 
élément principal de la coloration élective du bacille. 

Par cette longue énumération on yoit combien les explica- 
tions du phénoméne de I’acido-résistance données par les diffé- 
rents auteurs sont variables. 

Les premiéres hypothéses ont attribué un réle important & 
la membrane du bacille, jusqu’a ce que la pénétration de l’acide 
azotique 4 V’inlérieur méme des corps bacillaires vint détruire 
cette conception. On imagina ensuite la théorie de l’enveloppe 
graisseuse, puis les savants admirent que l’acido-résistance 
était due a la présence des corps constitutifs du protoplasme 
cellulaire, soit & la matiére grasse (Klebs, Unna, Aronson, 
Koch), soit & celle de corps albuminoides et cellulosiques 
(Hammerschlag), soit 4 des composés nucléiniques (Gasis) ou a 
la présence d’une substance particuliére dans le cytoplasme 
(Grimme). 

Helbing attribue cette propriété & de la chitine, opinion 
admise également par Ruppel. 

A leur tour Bulloch et Macleod pensent avoir trouvé la solu- 
tion et attribuent cette acido-résistance a la présence d’un alcool 
provenant de la saponification de la matiére grasse, et c’est 
aussi lopinion émise par Dorset et Emery, Fontés, puis par 
Sakae Tamura aprés lisolement du mykol. 


1) Gasis, Ueber eine neue Reaktion der Tuberkelbazillen und eine darauf 
hegrindete differential-diagnostische Farbungsmethode derselben. Centraldl. 
f. Bakt. (1), 50, 1441-127, 1909. 

2) Fontts. Loc. cit. 

(3) Sakae Tamura. Loc. cit, 


COMPOSITION CHIMIQUE DU BACILLE TUBERCULEUX 543 


Deycke Pascha et Reschad Bey, par analogie avee ce quils 
constatent dans le bacille de la lépre, attribuent lacido-résis- 
tance 4 la présence d’un corps spécial, la « nastine », en pré- 
sence des acides gras du bacille tuberculeux. 

Enfin, avec Auclair et Paris, cette propriété est attribuée a 
tous les composants chimiques des corps bacillaires et & l'état 
de condensation physique du protoplasme. 


RECHERCHES PERSONNELLES 


Devant les opinions si contradictoires des différents auleurs 
i] était avant tout indispensable de savoir si le traitement des 
bacilles tuberculeax par un solvant des substances lipoides 
était susceptible de leur faire perdre la propriété acido-résis- 
lante. 

Si done lon traite le bacille tuberculeux par le solvant qui 
enléve toutes ces substances, en l’occurrence le chloroforme, on 
peut obtenir des corps microbiens qui ne présentent plus ce 
caractére. Mais il ne faut pas oublier que, pour arriver 4 ce 
résultat, il faut épuiser longuement les corps bacillaires afin 
d'enlever toute trace des substances lipoides. Les bacilles ont en 
effet tendance a s'agglomérer, surtout sils sont humides, et a 
s opposer 4 la pénétration du solvant. Si l’on prend ces masses 
ageglomérées, on peut constater que les bacilles qu’ils contien- 
nent sont encore acido-résistants, tandis que les bacilles bien 
dissociés ne possédent plus cette propriété. Les résultats négatifs 
obtenus par les précédents auteurs dans le traitement des 
bacilles viennent de ce que leur Gpuisement n’a pas été suffi- 
samment prolongé et aussi surtout de l'emploi de l’éther ou du 
mélange alcool-éther qui n’enlévent pas facilement toute la 
substance lipoide. 

Ce point étant acquis, il faut done reconnaitre que lacido- 
résistance est due aux substances que le chloroforme a enle- 
vées, et de fait, l'ensemble des substances lipoides posséde au 
plus haut point cette propriété. 

Comme nous avons vu que ces substances lipoides pouvaient 
se scinder en 4 fractions, nous avons essayé de déterminer 
laquelle d’entre elles possédait surtout l'acido-résistance. 
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Tecuxigur. — Les substances sont dissoutes dans 1’éther ou 
le chloroforme, pour celle qui n’est soluble que dans ce 
liquide; on trace sur des bandes de papier légerement parche- 
miné les noms de substances dont on veut essayer le pouvoir 
acido-résistant en se servant comme encre des solutions pré- 
cédentes. 

On laisse ces tests de papier cing minutes dans le Ziehl au 
bain-marie, on les lave & l'eau pour enlever l’excés de colorant, 
on plonge dans l’acide sulfurique au 1/4, puis on lave a Valcool 
a 60° et finalement 4 leau. 

Ces traitements sont renouyelés trois fois consécutives. 

Le hyalinol ne posséde pas lacido-résistance. 

Il en est de méme de la lécithine et du corps fondant vers 
300°, obtenu aprés épuisement par l’alcool. 

La cholestérine a une réaction faiblement positive, mais la 
coloration disparait si on renouvelle les lavages a l’acide sul- 
furique. 

Les substances cireuses et le mykol sont au contraire forte- 
ment acido-résistants. 

Dans les substances grasses proprement dites, ce ne sont pas 
les graisses neutres, mais bien les acides gras qui possédent 
cette propriété. En effet, Vhuile d’olive, ’huile de ricin et 
d'autres huiles ont donné des résultats négatifs. Parmi les 
acides gras ceux qui sont les plus acido-résistants sont les 
acides gras solides. Liacide caproique est décoloré, il n’est 
done pas acido-résistant; lacide oléique ne l’est que partielle- 
ment; par contre le mélange d’acides stéarique et palmitique 
et encore plus l’acide arachidique le sont davantage. 

Cette question d’acido-résistance, en ce gui concerne les 
acides gras, est d’ailleurs une chose relative, ear par action 
prolongée ou répétée de Vacide sulfurique on peut constater 
que la coloration tend a disparaitre peu & peu. Le méme fait ne 
se produit pas avec les substances cireuses ou le mykol. 


CONCLUSIONS. 


Ainsi donc, nous pouvons conclure que l’acido-résistance 
du hbacille tuberculeux est due principalement a certaines 
substances lipoides qui l'imprégnent; que parmi les substances, 
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actives dans ce sens, les acides gras libres, mais surtout les 
cures, avec lalcool libre ou provenant de la saponification de 
cette cire (mykol), sont les agents de cette propriété si particu- 
liére de fixation de matiére colorante. 
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SUR L’EVOLUTION DE SARCGOCYSTIS MURIS 


par M. MARULLAZ. 


Les travaux de Th. Smith (4), L. Négre (2) et H. Crawley (3) 
ont fait faire un grand pas & nos connaissances de |’évolution 
intestinale de Sarcocystis muris. Néanmoins il restait encore & 
préciser le développement du parasite aprés sa pénétration dans 
Yintestin de l’'animal soumis a l’infection. 

L. Négre admet la formation de kystes qui, charriés avec 
les excréments, sont capables de propager linfection & des 
sujets sains. 

Crawley croit a l’existence de macrogamétes, de microgamétes 
et de phénoménes de fécondation dans les cellules des villosités 
intestinales. 

Erdmann (4) a observé la pénétration du parasite sous forme 
« amibienne » dans les espaces lymphatiques intestinaux du 
nouvel hdte, puis son passage dans le tissu adipeux et son 
arrivée dans la musculature sous forme de petits éléments 
binucléés ; le nombre des noyaux se multiplie rapidement pour 
aboutir & la formation de tubes de Miescher. 

Sarcocystis muris se présente a l'état adulte sous l’aspect de 
filaments blanchdtres pouvant mesurer jusqu’é 2 centimétres 
de long disposés dans le sens de la longueur des fibres muscu- 
laires. Ces filaments se fractionnent en petits éléments de 1 mil- 
limétre & 2 millimétres de longueur sur 0 mm. 25 de largeur, a 
extrémités arrondies que nous désignerons sous le nom de tubes 
types. La paroi de ces tubes types est constituée par une cuticule 


(1) Ta. Smirn. Journal of experiment. medicine, 1901, 6, n° 1. 

(2) L. Niere. C. R. Soc. de Biologie, 1907, 63, p. 314. — 1bid., 1910, 68, p. 997. 
— These de doctorat és sciences naturelles, Paris 1918. 

(3) H. Craw ey. Proceedings of the Academy of Natural Sciences of Philadelphia, 
mars 1914. — Ibid., mai 1914. — I[bid., janvier 1916. 

(4) Expmann. Entwickl. der Sarcocyst.muris in der Musculatur. Sitzungsberichle 
der Gesellsch. der Naturforsch. Freunde, Berlin 1910, pp. 377-387, — Arch, de 
soolog. expériment. et générale, juin 1914, 
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anhiste d’ou part un fin cloisonnement de la cavité du tube. 
Dans les loges circonscrites par ces cloisons se trouvent en 
tres grand nombre des spores de formes et de dimensions 
diverses. Les unes sont arrondies et ont un diamétre de 4.85 y, 
les autres allongées ou en forme de croissant mesurent en 
moyenne 10 p add psur5a6 pv. 

On rencontre de grandes formes binucléées, ovalaires ou 
incurvées également en croissant atteignant 16 » de longueur 
et jusqu’’ 9 » de largeur. 
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Fic. 1. — 1, Sarcocystis muris, coupe longiludinale dun tube de Miescher. 


2, coupe transversale montrant le cloisonnement de la cavité. 3, spore ronde. 
4, petite spore en croissant. 5, grande spore en croissant. 6, 7, 8, spores en 
voie de division. 


Dans les cas d'infection ancienne on peut dire que tout le 
systéme musculaire strié est envahi par le parasite ; par exception, 
nous nen avons jamais rencontré dans le ceur. 


Si Von fait ingérer du muscle infecté & des souris neuves, on 
peut retrouver des spores dans les cellules épithéliales de 
Vintestin gréle déja 1 heure 3/4 aprés ’expérience, sous forme 
d’éléments ovalaires logés dans la partie supérieure de la cel- 
lule; leur protoplasme se colore & peine en rose par |’héma- 
toxyline-éosine et ne renferme aucune granulation métachro- 
matique, leur noyau est central et présente une structure 
nettement}granuleuse: la cellule-hote ne parait subir encore 
aucune modification autre que l’augmentation de volume due 
a la présence du parasite. Ii est de régle cependant de constater 
quau bout de peu de temps le noyau de la cellule épithéliale 
perd sa forme allongée, s’arrondit, se trouve refoulé vers la 
membrane basale en méme temps que la pycnose augmente, 
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tandis que le protoplasme n’offre pas de réaction appréciable 
par les colorants usuels (1). 

Déja a partir de la deuxiéme heure la spore installée dans 
la cellule intestinale commence & évoluer. La forme s’arrondit, 
son protoplasme, tout en restant clair, semble diminuer de 
volume, son noyau perd sa structure granuleuse, la chromatine 
s'organise en batonnets qui se disposent en masse d’armes. 

La mitose est commencée. Elle se poursuit par la formation 
de faisceaux polaires qui finissent par se séparer complétement 


Fie. 2. — 1, 2, spores libres dans lintestin, le dixiéme jour aprés l’infection 
expérimentale. 3, spore en croissant dans une cellule épithéliale de lintestin 
gréle. 4, 7, 6, 7, quatre stades de Ja mitose d’une spore endo-cellulaire de 


Vintestin. 8, 9, spore en voie de mitose (dyaster) dans les espaces lymphatiques 
de villosités intestinales. 10, spore en dyaster dans la muscularis mucose@ de 
Vintestin. 


vers la quatriéme heure aprés l’ingestion du parasite. Il est 
exceptionnel d’observer chez ces éléments intracellulaires la 
division du protoplasme consécutive 4 celle du noyau. Par 
contre, il est fréquent de trouver dans le lumen intestinal des 
sarcosporidies libres ou incluses dans des cellules épithéliales 
desquamées, binucléées, semblables a celles que l’on observe 
dans le revétement des villosités, et aussi des sarcosporidies 
en forme de croissant avec un seul noyau, analogues en tous 
points aux grandes formes musculaires, qui proviennent de la 
division des formes binucléées que nous venons de décrire. Ces 
éléments ne sont pas de ceux qui ont servi & pratiquer I’infection 


(1) Hématoxyline au perchlorure de fer + éosine ou liqueur de Van Gieson. 
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de animal, car c’est vers le dixiéme jour apres l’ingestion qu ils 
sont les plus nombreux (fig. 2). 

Tandis que les sarcosporidies restées intracellulaires pré- 
sentent des phénomenes de mitose compléte, nous en voyons 
Wautres qui, aprés le début de la caryocinése, au stade de 
dyaster, quittent leur cellule-hdte pour pénétrer dans les espaces 
lymphatiques du tissu de souténement des villosités. 

Ce sont des sarcosporidies de dimensions normales, leur 
noyau affectant une forme de calebasse se compose de deux 


Fic. 3. — 1, spore filledans une cellule hépatique. 2, spore fille hinucléée dans 
une cellule hépatique. 3, 4, spores filles libres dans le foie. 5, 6, spores filles 
libres dans la rate.7, 8, 9, spores filles dans la musculature striée del’ abdomen. 
40, 41, 12, spores filles binucléées dans Ja musculature striée. 13, rosace a 
8 éléments dans la musculature de abdomen. 


masses arrondies dont lhomogénéité permet de supposer un 
arrét dans la mitose. Nous avons noté la pénétration de ces 
éléments dans les espaces lymphatiques & partir de la vingt- 
quatriéme heure et nous les avons suivisjusque dans la tunique 
musculaire de l’intestin sans constater de modification de leur 
aspect. 

Nl etit fallu continuer leur observation dans les voies et 
ganglions lymphatiques de ’abdomen ; malheureusement les 
petites dimensions de ces organes chez la souris rendent leur 
manipulation malaisée tant pour des examens &1'état frais que 
pour la confection de coupes microscopiques. 

Nous nous sommes adressé au foie ; et nous yavens rencontré 
a partir du onziéme jour de petits éléments ovales, mesurant 
4usur3 yp, a protoplasme homogéne se colorant en bleu clair 
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par le Giemsa et renfermant un caryosome arrondi, rouge et 
placé excentriquement. 

Ces organismes sont libres ou inclus dans les cellules hépa- 
tiques. Ils étaient rares ou non rares dans les coupes et frottis 
examinés. On en trouve également dans la rate, mais moins 
nombreux et toujours extra-cellulaires (fig. 3). 

L’examen de la musculature nous ya fait découvrir entre le qua- 
rante-quatriéme et le cinquante-cinquiéme Jour aprés l ingestion 
des éléments analogues 4 ceux trouvés dans le foie et d’autres 
ayant les mémes caractéres cytologiques, mais un peu plus 
allongés ou en forme de croissant, logés dans les fibres muscu- 
laires ou en voie d’y pénétrer. A coté de ces formes & un seul 
noyau il en existe d’autres plus arrondies possédant deux 
caryosomes nettement séparés indiquant un commencement de 
division. 

Nous avons pu également observer un élément endomus- 
culaire rond de 5 » de diamétre renfermant 8 corpuscules 
disposés en rosace dans une substance amorphe et incolore, 
chacun d’eux étant composé d’une masse proloplasmique homo- 
géne contenant une boule de chromatine. 

En résumé, nous voyons que les sarcosporidies ingérées par 
les souris en expérience peuvent évoluer de deux maniéres: 

1° Une partie d’entre elles, aprés s’étre fixées dans les cellules 
de revétement des villosités intestinales, y subissent une 
caryocinése compléte. Les produits de cette division, libres ou 
encore inclus dans leur gelluie-héte, tombent dans le lumen 
intestinal ou ils continuent a pulluler pendant un certain temps 
— nous avons vu que c’est versle dixiéme jour que leur nombre 
alteint son maximum — et ow ils entretiennent l’infection 
expérimentale primitive. 

Il est logique d’admettre qu'une bonne partie des sarcospo- 
ridies libres dans |’intestin sont expulsées avec les déjections, 
et peuvent ainsi propager l'infection chez les souris cohabitant 
avec le sujet en expérience ; bien que nous n’ayons jamais vu 
de kystes analogues a ceux décrits par L. Négre, et sur la nature 
desquels cet auteur n’a pu se prononcer formellement, nous 
ne voulons pas exclure le passage par un stade résistant des 
spores ainsi évacuées. 

2° L’autre partie des sarcosporidies ingérées apres avoir 
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subi un début de caryocinése dans les cellules épithéliales, 
émigre dans les espaces lymphatiques. 

Leur division compléte parait s’opérer durant le temps de 
leur passage de l’intestin dans les viscéres — foie et rate — ou 
nous en relrouvons les produits. Les spores filles pénétrant 
dans la musculature striée s'y multiplient 4 leur tour sous 
forme de rosaces, en quoi il faut voir le début du tube de 
Miescher. 

Au cours de nos nombreuses observations qui portent sur 
65 souris examinées entre la premiére heure et le 127° jour 
apres l’infection expérimentale, nous n’avons jamais rien noté 
qui part venir confirmer les idées de Crawley sur la fécondation 
des spores incluses dans les cellules intestinales. 

Nos diverses tentatives d’infection par inoculations intra- 
péritonéales ou intramusculaires ont toutes échoué comme 
cela est arrivé aux aulres expérimentateurs. 


(Travail du laboratoire de M. Laveran.) 


Le Gérant : G. Masson. 


Paris. — L. MARETHEUX, imprimeur, 1, rue Cassette 
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Imp. L.Lafontaine. 


Constantin, lith. 


